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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/01259 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-29 

pages 

pages 



. as originally filed 



. filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-63 



, as originatiy filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/7-7/7 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

fumished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been fumished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been fumished. 



4. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



5 I I ^^^^ report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70 J 7). 

^* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this reporL 
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II. Priority 



□ 



This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested: 

I I copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

I I translation of the earlier application whose priority has been claimed. 



2 This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 
SEE SEPARATE SHEET 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 



The applicant's attention is drawn to the fact that the 
priority document of the present application does not 
refer to the use of a ^^peptide cleavable by one or more 
glycolytic and/or proteolytic enzymes". All the claims 
directed to a conjugate including such a peptide do not 
therefore enjoy the priority date of 10.05.99, 
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IV. Lack of unity of invention 



1. In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
I I restricted the claims. 

□ 

paid additional fees. 

□ 

paid additional fees under protest. 
I I neither restricted nor paid additional fees. 

pwl This Authority' found that the requirement of unit>' of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 
2- kSI not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 

□ 

complied with. 

not complied with for the following reasons: 
SEE SEPARATE SHEET 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: IV 

Pursuant to PCT Rule 13, an international application 
shall relate to one invention only or to a group of 
inventions so linked as to form a single general 
inventive concept, i.e. a group of inventions having at 
least one common technical feature forming a contribution 
over the prior art. 

The International Preliminary Examining Authority has 
identified the following groups of inventions in the 
present application : 

A. Claims 1 and 29 (in whole) and 2-13, 26-33, 36-63 
(in part) refer to conjugates for transferring a 
nucleic acid molecule, characterised in that they 
include a nucleic acid molecule, a translocation 
domain and an antibody specific for a surface 
antigen of said cell, and optionally a peptide 
cleavable by one or more glycolytic and/or 
proteolytic enzymes and/or an avidin-type molecule 
and/or a nucleic acid binding molecule. 

B. Claims 14 (in whole) and 9-13, 15-19, 24-28, 30-63 
(in part) refer to conjugates for transferring a 
nucleic acid molecule in a cell, characterised in 
that they include a nucleic acid molecule, an 
antibody specific for a surface antigen of said 
cell and a nucleic acid binding molecule, and 
optionally a peptide cleavable by one or more 
glycolytic and/or proteolytic enzymes and/or an 
avidin-type molecule . 
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Supplemental Box 

(To be used whe n the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: IV 



C. Claims 20-23 (in whole) and 2-3, 5-11, 13, 15-28, 
31, 33-63 (in part) refer to conjugates for 
transferring a nucleic acid molecule in a cell, 
characterised in that they include a nucleic acid 
molecule, an antibody specific for a surface 
antigen of said cell and a peptide cleavable by one 
or more glycolytic and/or proteolytic enzymes and 
optionally an avidin-type molecule and/or a nucleic 
acid binding molecule and/or a translocation 
domain . 



The single inventive concept linking the various groups 
mentioned above is a conjugate for transferring a nucleic 
acid molecule in a cell, characterised in that it 
includes a nucleic acid molecule, an antibody specific 
for a surface antigen of said cell and at least one other 
molecule. Since this common concept is neither novel (see 
V.3) nor inventive (see V.4), the different groups 
mentioned above constitute independent inventions. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 

Claims 

Inventive step (IS) Claims 

Claims 

Industrial applicability (lA) Claims 

Claims 

2. Citations and explanations 

1. The present application refers to conjugates for 
transferring a nucleic acid molecule to a cell, 
characterised in that they include a nucleic acid 
molecule, an antibody specific for a surface antigen 
of said cell and at least one other molecule 
selected from: a translocation domain, a nucleic 
acid binding molecule or a peptide cleavable by a 
glycolytic and/or proteolytic enzyme. The 
application also refers to the use of said 
conjugates in the production of drugs. 

2 . Reference is made to the following documents : 

Dl: WO-A-96 13599 (WELS WINFRIED; FOMINAYA JESUS 
(CH)), 9 May 1996 (199 6-05-0 9), cited in the 
application . 

D2: FOMINAYA J ET AL : 'Target cell-specific DNA 
transfer mediated by a chimeric multidomain protein. 
Novel non-viral gene delivery system' . JOURNAL OF 
BIOLOGICAL CHEMISTRY (1996 MAY 3) 271 (18) 10560-8, 
cited in the application. 

D3: WO-A-94 13325A (MICROPROBE CORP) 23 June 1994 



2-13, 15-19,21-35, 39, 4 5-48. 51-52 YES 
1, 14, 20, 36-3 8, 4 0-4 4, 4 9-50, 53-63 

YES 

1-63 NO 



1-63 



YES 
NO 
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(1994-06-23) 

D4: CHAKRABARTI M ET AL : 'Transfer of DNA into 
lymphoma cells by DNA-bound to TlOl-biotinylated- 
avidin-polylysine antibody complex' . JOURNAL OF 
NUCLEAR MEDICINE (1996) VOL. 37, NO 5, SUPPL., 
PP.62P. MEETING INFO: 43^^ ANNUAL MEETING OF THE 
SOCIETY OF NUCLEAR MEDICINE DENVER, COLORADO, USA, 
JUNE 3-5, 1996. 

3. Lack of novelty; PCT Article 33(2) 

3.1 Document Dl describes a nucleic acid transfer 
system, including a translocation domain of toxins, 
for targeting a nucleic acid to a specific cell and 
obtaining expression of said nucleic acid 
(abstract) . The system described in Dl includes a 
multidomain protein and a nucleic acid. The 
multidomain protein of Dl includes a binding domain 
or a target cell-specific ligand, a translocation 
domain facilitating the escape of the effector 
nucleic acid from endocytic vesicles, a nucleic acid 
binding domain recognising and binding with high 
affinity to a defined structure of the effector 
nucleic acid (page 4, last 10 lines and page 5, 
lines 29-33) . The protein may further include an 
endoplasmic reticulum retention signal and a nuclear 
localisation signal (page 5, lines 1-3 and lines 29- 
33) . The translocation domain used in the 
multidomain protein may be derived from bacterial 
toxins (page 5, line 20 and page 10, lines 9-11) . 
The target cell binding domain may be an antibody 
(page 7, lines 10-11) and more preferably the single 
chain antigen binding domain of an antibody (page 8, 
line 7), directed preferentially against an antigen 
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with enhanced or specific expression at the surface 
of tumour cells as compared with normal cells (page 
8, lines 20-21) . The nucleic acid binding domain may 
be an RNA binding domain or, more preferably, a DNA 
binding domain (page 10, lines 23-25) . One example 
of a preferred multidomain protein is given on page 
11, second paragraph. Dl also provides examples of 
proteins coded by the nucleic acid molecule to be 
inserted, when used for treating tumour cells (page 
20, lines 7-11) . The system described in Dl may be 
used for preventing, stabilising or reversing 
diseases such as AIDS, diabetes, Alzheimer's disease 
or heart problems, as well as for treating cancers 
(page 20, lines 29-35) . In the treatment of cancers, 
the use of antisense constructs to block oncogen 
expression is mentioned (page 20, lines 32-33) . The 
use of polycations, protamine or histones is also 
discussed (page 20, line 35 to page 21, line 4). 

The subject matter of Claims 1, 14, 36-38, 40, 49-50 
and 53-63 cannot be considered to be novel over the 
teaching of Dl ( PCT Article 33(2)). 



3.2 Document D2 is a publication corresponding to the 

patent application Dl and contains information more 
or less identical with that of Dl . 



The subject of Claims 1, 14, 36-38, 40, 49-50 and 
53-63 cannot therefore be considered to be novel 
over the teaching of D2 (PCT Article 33(2)). 



3.3 Document D3 describes a conjugate containing avidin, 
polylysine covalently bound to the avidin, a 
biotinylated monoclonal antibody bound to the avidin 
via biotin and the DNA of the plasmid pGL2 non- 
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covalently bound to the polylysine. Said conjugate 
has been used for transfecting CCRF-CEM cells. 

The subject matter of Claims 14, 36-37, 41-44 and 
49-50 cannot therefore be considered to be novel 
over the teaching of D3 (PCT Article 33(2)). 

3.4 Document D4 describes a conjugate including an 
oligonucleotide (ODN) bound to a peptide cleavable 
by a proteolytic enzyme. Said peptide, in turn, is 
covalently bound to a carrier or a ligand for 
specific cell targeting (Abstract) . D4 indicates 
that the ODNs contain 5 to 100 nucleotides and may 
be antisense oligonucleotides (page 1, lines 3-10) . 
The ODNs of document D4 are therapeutic ODNs (page 
6, lines 22-23) . The carriers are divided into three 
categories, the third of which includes antibodies 
(page 9, line 15). Figure 4 of document D4 shows 
three classes of conjugates. The conjugates of the 
third class use iigands that bind specifically with 
receptors (page 6, lines 29-30) . Said conjugates may 
be obtained by two methods (page 17, lines 11-19), 
and method B, shown in Figure 4, involves an 
ODN/peptide cleavable by a proteolytic 
enzyme/monoclonal antibody conjugate (Figure 4, and 
page 17, lines 16-19). 

The subject matter of Claims 20, 36-37, 40, 49-50 
and 53-63 cannot therefore be considered to be novel 
over the teaching of D4 (PCT Article 33(2)). 

3.5 The subject matter of Claims 2-13, 15-19, 21-35, 39, 
45-48 and 51-52 has never been described in the 
documents cited in the international search report 
(ISR). Claims 2-13, 15-19, 21-35, 39, 45-48 and 51- 
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52 are therefore considered to be novel under the 
terms of PCT Article 33(2). 



The most relevant document for assessing the 
inventiveness of the claims is document Dl (see Box 
VIII-3.1 for the content). 

The conjugates described in Dl include: 

- a nucleic acid molecule; 

- an antibody domain specific for a cell surface 
antigen; 

- a translocation domain; 

- a molecule interacting with nucleic acids, 

which have been described as important domains in 
the present application. Most of the conjugates 
described in the present application only differ 
from the compounds described in Dl by virtue of the 
nature of the bond between the various components of 
the conjugate. In the conjugates of Dl, the various 
functional domains, with the exception of the 
nucleic acid molecule, are bound via peptide bonds 
within a multidomain protein. In the present 
application, the various domains are bound by 
bridging agents, a molecule such as avidin or a 
''chemical" covalent bond. 

The use of bridging agents or covalent bonds to bind 
biological molecules, and in particular 
polypeptides, is well known to a person skilled in 
the art and cannot be considered to be inventive. 
Similarly, the interest of the avidin molecule - 
which has high affinity for biotin - as a molecule 



4. 



Lack of inventive step; PCT Article 33(3) 
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binding various polypeptides was well known to a 
person skilled in the art, and the use thereof in 
the field of conjugates for transferring nucleic 
acid molecules to cells has already been described 
(see, e.g. document D3). The use of an avidin 
molecule as a bridging molecule cannot therefore be 
considered to be inventive. 

Another difference between the conjugates described 
in Dl and those of the present application relates 
to the presence of a peptide cleavable by at least 
one glycolytic and/or peptidic enzyme. The use of 
cleavable peptides is well known to a person skilled 
in the art and the use thereof in the field of 
conjugates for transferring nucleic acid molecules 
to cells has already been described (see, e.g. 
document D4 ) . The use of cleavable peptides in the 
compounds of the present application cannot 
therefore be considered to be inventive. 

The subject matter of Claims 1-63 cannot therefore 
be considered to be inventive (PCT Article 33(3)). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following obser\'ations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Lack of clarity; PCT Article 6 



Claim 1 of the present application lacks clarity for 
the following reasons: 

(i) The way in which the various components, i.e. 
the nucleic acid molecule, the translocation domain 
and the specific antibody, are to be conjugated is 
not defined. The International Preliminary Examining 
Authority considers that all the possible 
combinations will not have the effect described with 
regard to the compounds of the present application, 
and that a person skilled in the art, faced with the 
large selection of conjugation possibilities, will 
be unable to identify those whereby ""'said conjugate 
is efficiently transfected in said cell" without 
excessive experimental work (PCT Article 5 in 
combination with PCT Article 6) . 

(ii) The expression '^translocation domain" is vague 
and leads to a lack of clarity in the claim. Even if 
said term is defined in the description of the 
present application, the applicant's attention is 
drawn to the fact that, according to the PCT 
Guidelines, Chapter III-4.2, PCT Gazette 29.10.98, a 
claim must be drafted (...) in such a way that the 
meaning thereof is clear from the wording of the 
claim alone". 

This observation also applies to Claims 2, 5, 6, 8, 
9, 11-13, 26-27, 31-33 and 47. 

(iii) The expression "bridging agent" is vague and 
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leads to a lack of clarity in the claim. 

This observation also applies to Claims 3-4, 6, 9, 

12-13, 18, 23-24 and 27. 



2. Claim 2 refers to a conjugate as per Claim 1, 

characterised in that it further includes a peptide 
cleavable, inter alia, by a glycolytic enzyme. It is 
not clear to the International Preliminary Examining 
Authority what type of peptide can be cleaved by a 
glycolytic enzyme . 

This observation also applies to Claims 13, 15 and 
20. 



In Claim 3 of the present application, the 
expression ^'preferably" is used. The applicant's 
attention is drawn to the fact that, according to 
the PCT Guidelines, Chapter III-4.6, PCT Gazette, 
29.10.98, "expressions such as '^in particular", 
''preferably", ''for example", ''such as" or "more 
particularly" "have no limiting effect on the scope 
of a claim; in other words, the feature following 
such an expression is to be considered entirely 
optional" . 

This observation also applies to Claims 4, 16, 17 
and 22. 



4, Claim 4 of the present application refers to a 
"molecule such as avidin" . The use of this vague 
expression leads to a lack of clarity in the claim. 
The applicant's attention is drawn to the fact that, 
even if said expression is defined in the 
description of the present application, according to 
the PCT Guidelines, Chapter III-4.2, PCT Gazette, 
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29.10.98, a claim must be drafted "(...) in such a way 
that the meaning thereof is clear from the wording 
of the claim alone". 

This observation also applies to Claims 12-13, 17, 
22, 30-31 and 34. 

5. Claim 9 refers to a "nucleic acid binding 
molecule". This vague expression leads to a lack of 
clarity in the claim. The applicant's attention is 
drawn to the fact that, even if said expression is 
defined in the description of the present 
application, according to the PCT Guidelines, 
Chapter III-4.2, PCT Gazette, 29.10.98, a claim must 
be drafted in such a way that the meaning 

thereof is clear from the wording of the claim 
alone" . 

This observation also applies to Claims 11-15, 18, 
24, 27, 32, 34 and 41. 

This observation likewise appplies to Claim 42, but 
with regard to a "'nucleic acid binding protein". 

Claim 14 refers to a conjugate for transferring a 
nucleic acid molecule, characterised in that it 
includes: a nucleic acid molecule, an antibody 
specific for a cell surface antigen and a nucleic 
acid binding molecule. The applicant's attention is 
drawn to the fact that the wording of Claim 14 does 
not imply any bond between the various compounds. In 
its broadest meaning, said claim could include a 
mixture of the three above-mentioned components. 
When correcting Claim 14, the applicant should bear 
in mind the observations made in paragraph 1 of Box 
VIII . 

This observation also applies to Claim 20. 
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In Claim 37, the double- or single-stranded DNA are 
described in terms of the fact that they code for "a 
protein material of interest that is efficiently 
expressed in the cell". This vague expression leads 
to a lack of clarity in the claim. Moreover, the 
protein material of interest is characterised in 
that it ""is efficiently expressed in the cell", i.e. 
in terms of the result to be achieved for said 
material. According to the PCT Guidelines, Chapter 
III-4.7, PCT Gazette, 29.10.98, "the area defined by 
the claims must be as precise as the invention 
allows. As a general rule, claims which attempt to 
define the invention, or a feature thereof, by a 
result to be achieved should be- objected to". 

In Claim 38, the protein material must be selected 
from a group consisting, inter alia, of ""killer 
genes" and "genes for countering chemoresistance" . 
Said claim lacks clarity for the following reasons: 



(i) a protein material cannot be a gene. 

(ii) there is no definition of "killer genes" or 
"genes for countering chemoresistance", thereby 
leading to a lack of clarity. The applicant's 
attention is drawn to the fact that, even if said 
expressions are defined in the description of the 
present application, according to the PCT 
Guidelines, Chapter III-4.2, PCT Gazette, 29.10.98, 
a claim must be drafted " (...) in such a way that the 
meaning thereof is clear from the wording of the 
claim alone". 
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(iii) Claim 38 refers to a conjugate according to 
Claim 35, characterised in that ''said material of 
interest (...)". The applicant's attention is drawn to 
the fact that Claim 35 does not refer to a material 
of interest. The appropriateness of this reference 
of Claim 38 to Claim 35 should be checked. 

9. Claim 43 refers to polycationic polymers. The 
definition of a "'free polycation" is not clear to 
the International Preliminary Examining Authority. 

10. In Claim 48, the translocation domain is 
characterised in that it is a fragment of 
Haemophilus A hemagglutinin. No delimitation and/or 
sequence is provided for said fragment, thereby 
leading to a lack of clarity. 

11. Claim 58 refers to a conjugate used as a drug for 
transferring a nucleic acid molecule to a cell, 
characterised in that said cell is contacted with 
said conjugate so as to transfect said cell with 
said conjugate- The applicant's attention is drawn 
to the fact that the characterising portion of said 
claim is a method step, which casts doubt as to the 
category of Claim 58. 

According to the PCT Guidelines, Chapter III-4.1, 
PCT Gazette, 29.10.98, ''in view of the differences 
in the scope of protection which may be attached to 
the various categories of claims, the examiner 
should draw attention to any wording of a claim 
leaving doubt as to its category". 
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This observation also applies to Claims 59-62. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



E^E 



AS 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 



REC D 2 7 AUG 2001 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTER NATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



R6f6rence du dossier du d§posant ou du 
mandataire 

340833/18162 


Pni in Qi IITC A nrhMKicEa ^® transmission du rapport d'examen 
ruun 1 1 A UUIMNtR pr6liminaire international (fomriulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n** 
PCT/FROO/01259 


Date du d6pot international (jour/mois/ann^e) 
10/05/2000 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
10/05/1999 



C12N15/87 



Ddposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SC.... et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'adminlstaration chargee de I'examen prelimlnaire 
international, est transmis au deposant conformement a rartlcle 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 14 feuilles, y compris la presente feuiile de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprds de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la r§gle 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 
Priorite 



II 




III 


□ 


IV 




V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications k I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

04/12/2000 



Date d'ach6vement du present rapport 
23.08.2001 



Nom et adresse postale de I'administration charg6e de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Mundel, C 

N** de telephone +49 89 2399 7314 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (/es feuilles de remp/acement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conform^ment a i'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-29 version initiale 

Revendications, N"": 

1-63 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/7-7/7 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete rennis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55 2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences ; 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a {'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que depos§e, a et§ fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont enframe I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles ; 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-del^ de ('expose de I'invention tel qu'il a et6 depose, comme il est indiqu6 ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remp/acement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu^e au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 
II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait et^ revendiquee. du fait que les 

documents suivants n'ont pas ete remis dans le delai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jugee non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depot international indiqu^e plus haut est done 
consideree comme la date pertinente. 

3. Observations complementaires, le cas echeant : 
voir feuille separee 

IV. Absence d'unlte de I'invention 

1. En reponse a I'invitation ^ limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le d^posant a 

□ llmite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous r^sen/e. 

n ni limite les revendications ni pay§ des taxes additionnelles. 

2. H L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait a {'exigence 

d'unite d'invention et decide, eonformement a la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant k limiter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelles. 
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3. L'administration chargee de Texamen prelimlnaire International estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satlsfait a I'exigence d'unit6 de I'invention. 

H il n'est pas satlsfait a I'exigence d'unit6 de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuille separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande Internationale ont fait I'objet d'un examen prelimlnaire 
international iors de la formulation du present rapport : 

Kl toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n°^ . 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la posslbilite 
d'application industrielle; citations et explications a Tappul de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


2-1 3, 1 5-1 9, 21 -35, 39, 45-48 et 51 -52 




Non : 


Revendications 


1,14. 20, 36-38, 40-44, 49-50 et 53-63 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-63 


Posslbilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-63 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Concernant le point II 
Pnorite 

L'attention du demandeur est attiree sur le fait que le document de priorite de la 
presente demande ne fait pas reference a rutilisation d'un "peptide clivable par au 
moins une enzyme glycolytique et/ou proteolytique". Toutes le revendications faisant 
reference a un conjugue comprenant un tel peptide ne beneficient done pas de la 
priorite du 10.05.99. 

Concernant le point IV 
Absence d'unite de invention 

Selon la regie 13 PCT, une demande internationale ne peut porter que sur une 
invention ou sur une pluralite d'inventions liees entre elles de telle sorte qu'elles ne 
forment qu'un seul concept inventif general, c.a.d. une pluralite d'invention ayant au 
moins une caracteristique technique commune determinant une contribution par 
rapport a I'etat de la technique. 

L'Autorite Chargee de I'Examen Preliminaire International (ACEPI) a identifie les 
groupes suivants dans la presente demande : 

A. Les revendications 1 et 29 (completement) et 2-13, 26-33, 36-63 (partiellement) 
font reference a des conjugues pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique 
caracterises en ce qu'ils comprennent une molecule d'acide nucleique, un 
domaine de translocation et un anticorps specifique d'un antigene de surface de 
ladite cellule, et optionellement un peptide clivable par au moins une enzyme 
glycolytique et/ou proteolytique et/ou une molecule de type avidine et/ou une 
molecule de liaison aux acides nucleiques. 

B. Les revendications 14 (completement) et 9-13, 15-19, 24-28, 30-63 
(partiellement) font reference a des conjugues pour le transfert d'une molecule 
d'acide nucleique dans une cellule caracterises en ce qu'ils comprennent une 
molecule d'acide nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface de 
cellule et une molecule de liaison aux acides nucleiques, et optionellement un 
peptide clivable par au moins une enzyme glycolytique et/ou proteolytique et/ou 
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une molecule de type avidine. 

C. Les revendications 20-23 (completement) et 2-3, 5-1 1,13, 15-28, 31 , 33-63 
(partiellement) font reference a des conjugues pour le transfert d'une molecule 
d'acide nucleique dans un cellule caracterises en ce quils comprennent une 
molecule d'acide nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface de 
cellule et un peptide clivable par au moins une enzyme glycolytique et/ou 
proteolytique et optionellement une molecule de type avidine et/ou une molecule 
de liaison aux acides nucleiques et/ou un domaine de translocation. 

Le seul concept commun reliant les differents groupes mentionnes ci-dessus est un 
conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule 
caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'acide nucleique, un anticorps 
specifique d'un antigene de surface d'une cellule et au moins une autre molecule. 
Ce concept commun n'etant ni nouveau (voir point V-3), ni inventif (voir point V-4), les 
differents groupes mentionnes ci-dessus representent des inventions independantes. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, Tactivite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1. La presente demande fait reference a des conjugues pour le transfert d'une 
molecule d'acide nucleique dans une cellule caracterises en ce qu'ils 
comprennent une molecule d'acide nucleique, un anticorps specifique d'un 
antigene de surface de ladite cellule et au moins une autre molecule choisie parmi 
: un domaine de translocation, une molecule de liaison aux acides nucleiques ou 
un peptide clivable par une enzyme glycolytique et/ou proteolytique. La demande 
fait egalement reference a I'utilisation desdits conjugues pour la fabrication de 
medicaments. 

2. II est fait reference aux documents suivants : 

D1: WO 96 13599 A (WELS WINFRIED ;FOMINAYA JESUS (CH)) 9 mai 1996 
(1996-05-09) cite dans la demande 
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D2: FOMINAYA J ET AL: Target cell-specific DMA transfer mediated by a 
chimeric multidomain protein. Novel non-viral gene delivery system.' 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, (1996 MAY 3) 271 (18) 10560-8., 
cite dans la demande 
D3: WO 94 13325 A (MICROPROBE CORP) 23 juin 1994 (1994-06-23) 
D4: CHAKRABARTI, M. ET AL: Transfer of DNA into lymphoma cells by DNA- 
bound to T101- biotinylated -avidin- polylysine antibody complex.' JOURNAL 
OF NUCLEAR MEDICINE, (1996) VOL. 37, NO. 5 SUPPL., PP. 62P. 
MEETING INFO.: 43RD ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY OF 
NUCLEAR MEDICINE DENVER, COLORADO, USA JUNE 3-5, 1996. 

3. Defaut de nouveaute; article 33(2) POT. 

3.1 Le document D1 decrit un systeme de transfert des acides nucleiques, 
comprenant un domaine de translocation de toxine, pour le ciblage d'un 
acide nucleique dans une cellule specifique et pour obtenir I'expression dudit 
acide nucleique. (Abstract). Le systeme decrit dans D1 comprend une 
proteine multidomaines et un acide nucleique. La proteine multidomaine de 
D1 comprend un domaine de liaison ou ligand specifique de la cellule cible, 
un domaine de translocation permettant a I'acide nucleique effecteur 
d'echapper aux vesicules endocytiques, un domaine de liaison aux acides 
nucleiques reconnaissant et se liant avec une grande affinite a une structure 
definie de I'acide nucleique effecteur (p. 4, 10 dernieres lignes et p. 5, lignes 
29-33). La proteine peut en outre comprendre un signal de retention dans le 
reticulum endoplasmique et un signal de localisation nucleaire (p. 5, lignes 
1-3 et lignes 29-33). Le domaine de translocation utilise dans la proteine 
multidomaines peut etre derive de toxines bacteriennes (p. 5, ligne 20 et p. 
10, lignes 9-11). Le domaine de liaison de la cellule cible peut etre un 
anticorps (p. 7, lignes 10-11) et plus preferentiellement le domaine de liaison 
a I'antigene simple chame d'un anticorps (p. 8, ligne 7) dirige 
preferentiellement centre un antigene dont I'expression est augmentee ou 
specifique a la surface de cellules tumorales par rapport a des cellules 
normales (p. 8, lignes 20-21). Le domaine de liaison aux acides nucleiques 
peut etre un domaine de liaison a I'ARN ou plus preferentiellement a I'ADN 
(p. 10, lignes 23-25). Un exemple de proteine multidomaine preferee est 
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donne p. 1 1 , deuxieme paragraphe. D1 donne egalement des exemples de 
proteines codees par la molecule d'acide nucleique a introduire dans le cas 
d'une utilisation dans le traitement de cellules tumorales (p. 20, lignes 7-11). 
Le systeme decrit dans D1 peut etre utilise pour la prevention, la stabilisation 
ou la reversion de maladies comme le SIDA, le diabete, la maladie 
d'Alzheimer ou les problemes cardiaques ainsi que le traitement des cancers 
(p. 20, lignes 29-35). Dans le cas du traitement des cancers, I'utilisation de 
constructions antisens pour bloquer I'expression de I'oncogene est 
mentionnee (p. 20, lignes 32-33). L'usage de polycations, de protamine ou 
d'histones est egalement discute (p. 20, ligne 35 a p. 21, ligne 4). 

L'objet des revendications 1,14, 36-38, 40, 49-50 et 53-63 ne peut pas etre 
considere comme nouveau vis a vis de I'enseignement de D1 (article 33(2) 
PCX). 

3.2 Le document D2 est une publication correspondant a la demande de brevet 
D1 et contient a peu pres les memes informations que D1. 

L'objet des revendications 1,14, 36-38, 40, 49-50 et 53-63 ne peut done pas 
etre considere comme nouveau vis a vis de I'enseignement de D2 (article 
33(2) PCT). 

3.3 Le document D3 decrit un conjugue comprenant de I'avidine, de la polylysine 
liee a I'avidine par une liaison covalente, un anticorps monoclonal biotinyle 
lie a I'avidine par la biotine et I'ADN du plasmide pGL2 lie par une liaison non 
covalente a la polylysine. Ce conjugue a ete utilise pour la transfection de 
cellules CCRF-CEM. 

L'objet des revendications 14, 36-37, 41-44 et 49-50 ne peut done pas etre 
considere comme nouveau par rapport a I'enseignement de D3 (article 33(2) 
PCT). 

3.4 Le document D4 decrit un conjugue comprenant un oligonucleotide (ODN) 
lie a un peptide clivable par une enzyme proteolytique. Ce peptide est a son 
tour lie de fa9on covalente a un "carrier" ou a un ligand pour le ciblage dans 
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une cellule specifique (Abstract). D4 signale que les ODN comprennent 
entre 5 at 100 nucleotides et peuvent etre des oligonucleotides antisens (p. 
1 , lignes 3-10). Les ODNs selon le document D4 sont des ODNs 
therapeutiques (p. 6, lignes 22-33). Les "carriers" sont divises en trois 
categories dont la troisieme comprend des anticorps (p. 9, ligne 15). La 
figure 4 du document D4 illustre 3 classes de conjugues. Les conjugues de 
la troisieme classe utilisent des ligands se liant specifiquement a des 
recepteurs (p. 16, lignes 29-30). Ces conjugues peuvent etre obtenus par 
deux methodes (p. 17, lignes 11-19) et la methode B illustree dans la figure 
4 montre un conjugue ODN-peptide clivable par une enzyme proteolytique- 
anticorps monoclonal (Fig 4 et p. 17, lignes 16-19). 

L'objet des revendications 20, 36-37, 40, 49-50 et 53-63 ne peut done pas 
etre considere comme nouveau vis a vis de I'enseignement de D4 (article 
33(2) PCT). 

3.5 L'objet des revendications 2-13, 15-19, 21-35, 39, 45-48 et 51-52 n'a jamais 
ete decrit dans les documents cites dans le Rapport de Recherche 
International (RRI). Les revendications 2-13, 15-19, 21-35, 39, 45-48 et 51- 
52 sont done considerees comme nouvelles dans le sens de I'article 33(2) 
PCT. 

4. Defaut d'inventlvite; article 33(3) PCT. 

Le document le plus pertinent pour revaluation de I'inventivite des revendications 
est le document D1 (voir point VIII-3.1 pour le contenu). 

Les conjugues decrits dans D1 comprennent : 

- une molecule d'acide nucleique. 

- un domaine anticorps specifique d'un antigene de surface d'une cellule. 

- un domaine de translocation. 

- une molecule d'interaction avec les acides nucleiques. 

qui ont ete decrits comme des domaines importants dans la presente demande. 
La plupart des conjugues de la presente demande ne different des composes 
decrits dans D1 que par la nature de la liaison entre les differents composants du 
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conjugue. Dans les conjugues du document D1, les differents domaines 
fonctionnels, a I'exception de la molecule d'acide nucleique, sont lies par des 
liaisons peptidiques au sein d'une proteine multidomaine. Dans la presente 
demande, les differents domaines sont lies par des agents de pontage, une 
molecule de type avidine ou une liaison covalente "chimique". 

L'utilisation d'agents de pontages ou de liaisons covalentes pour lier des 
molecules biologiques et plus particulierement des polypeptides est bien connue 
de I'homme du metier et ne peut done pas etre consideree comme inventive. 
De meme, I'interet de la molecule d'avidine - qui a une forte affinite pour la biotine 
- comme molecule de liaison entre differents polypeptides etait bien connu de 
rhomme du metier et son application dans le domaine des conjugues pour le 
transfert de molecules d'acide nucleique dans les cellules a deja ete decrite (voir 
par exemple le document D3). L'utilisation de molecule d'avidine comme 
molecules de pontage ne peut done pas etre consideree comme inventive. 

Une autre difference entre les conjugues decrits dans D1 et les conjugues de la 
presente demande est la presence d'un peptide clivable par au moins une 
enzyme glycolytique et/ou peptidique. L'utilisation de peptides clivables est bien 
connue de I'homme du metier et son application dans le domaine des conjugues 
pour le transfert de molecules d'acide nucleique dans les cellules a deja ete 
decrite (voir par exemple le document D4). L'utilisation de peptides clivables dans 
les composes de la presente demande ne peut done pas etre consideree comme 
inventive. 

L'objet des revendications 1-63 ne peut done pas etre considere comme inventif 
(article 33(3) PCT). 
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Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 
Defaut de clarte; article 6 PCT. 

1. La revendication 1 de la presents demande manque de clarte pour les raisons 
suivantes : 

(i) Aucune indication n'est donnee quand a la fagon dont les differents 
composants : molecule d'acide nucleique, domaine de translocation et 
anticorps specifique doivent etre conjugues. L'ACEPI considere que toutes 
les combinaisons possibles ne vont pas avoir I'effet decrit pour les composes 
de la presente demande et que I'homme du metier, face au grand choix de 
possibilites de conjugaison, ne va pas etre capables d'identifier celles telles 
que " ledit conjugue est transfecte efficacement dans ladite cellule" sans 
travail excessif d'experimentation (article 5 PCT en combinaison avec 
I'article 6 PCT). 

(ii) Uexpression "domaine de translocation" est vague ce qui nuit a la clarte de 
la revendication. Meme si ce terme est defini dans la description de la 
presente demande, I'attention du demandeur est attiree sur le fait que, selon 
la Gazette du PCT du 29.10.98 "Directives concernant I'examen preliminaire 
international selon le PCT", chapitre III-4.2, une revendication doit etre 
redigee "(...) de fagon que sa signification ressorte clairement de son texte 
meme". 

Cette remarque est egalement valable pour les revendications 2, 5, 6, 8, 9, 
11-13, 26-27,31-33 et 47. 

(iii) Uexpression "agent de pontage" est vague ce qui nuit a la clarte de la 
revendication. 

Cette remarque est egalement valable pour les revendications 3-4, 6, 9, 12- 
13, 18, 23-24 et 27. 

2. La revendication 2 fait reference a un conjugue selon la revendication 1 

caracterise en ce qu'il comprend en outre un peptide clivable, entre autres, par 
une enzyme glycolytique. II n'est pas clair pour TACEPI quel type de peptide peut 
etre coupe par une enzyme glycolytique. 

Cette remarque est egalement valable pour les revendications 13, 15 et 20. 
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3. Dans la revendication 3 de la presente demande, I'expression "de preference" est 
utilisee. L'attention du demandeur est attiree sur le fait que, selon la Gazette du 
PCT du 29.10.98 "Directives concernant I'exannen preliminaire international selon 
le PCT", chapitre III-4.6 : les expressions comme "notamment", "de preference", 
"par exennple", "tel que" ou "plus particulierement" "n'ont aucun effet limitatif sur la 
portee d'une revendication; en d'autres termes, la caracteristique qui suit une telle 
expression doit etre consideree comme entierement facultative". 

Cette remarque est egalement valable pour les revendications 4, 16, 17 et 22. 

4. La revendication 4 de la presente demande fait reference a une "molecule de type 
avidine". L'utilisation de cette expression vague nuit a la clarte de la revendication. 
L'attention du demandeur est attiree sur le fait que meme si cette expression est 
definie dans la description de la presente demande, selon la Gazette du PCT du 
29.10.98 "Directives concernant I'examen preliminaire international selon le PCT", 
chapitre III-4.2, une revendication doit etre redigee "(...) de fagon que sa 
signification ressorte clairement de son texte meme". 

Cette remarque st egalement valable pour les revendications 12-13, 17, 22, 30-31 
et 34. 

5. La revendication 9 fait reference a une "molecule de liaison aux acides 
nucleiques". Cette expression est vague et nuit a la clarte de la revendication. 
L'attention du demandeur est attiree sur le fait que meme si cette expression est 
definie dans la description de la presente demande, selon la Gazette du PCT du 
29.10.98 "Directives concernant I'examen preliminaire international selon le PCT", 
chapitre 1 1 1-4.2, une revendication doit etre redigee "(...) de fagon que sa 
signification ressorte clairement de son texte meme". 

Cette remarque est egalement valable pour les revendications 11-15, 18, 24, 27, 
32. 34 et 41. 

Cette remarque s'applique egalement a la revendication 42 mais concernant une 
"proteine de liaison aux acides nucleiques". 

6. La revendication 14 fait reference a un conjugue pour le transfert d'une molecule 
d'acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend : une molecule d'acide 
nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface de cellule et une 
molecule de liaison aux acides nucleiques. L'attention du demandeur est attiree 
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sur le fait que la formulation de la revendication 14 n'implique aucune liaison entre 
les differents composes. Dans son sens le plus large, cette revendication pourrait 
comprendre un melange des trois composants mentionnes. Pour la correction de 
la revendication 14, I'attention du demandeur est egalement attiree sur les 
remarques du point VIII-1 . 

Cette remarque est egalement valable pour la revendication 20. 

7. Dans la revendication 37, I'ADN double brin ou TARN simple brin sont decrits par 
le fait quails cedent pour "un produit proteique d'interet qui s'exprime efficacement 
dans la cellule". Cette expression est vague et nuit a la clarte de la revendication. 
De plus, le produit proteique d'interet est caracterise par le fait qu'il "s'exprime 
efficacement dans la cellule" c.a.d. par le resultat recherche pour ledit produit 
proteique d'interet. Selon la Gazette du PCT du 29.10.98 "Directives concernant 
I'examen preliminaire international selon le PCT", chapitre III-4.7 : "Le champ 
defini par les revendications doit etre aussi precis que I'invention le permet. En 
regie generale, les revendications qui tentent de definir I'invention ou I'une de ses 
caracteristiques par le resultat recherche ne doivent pas etre admises". 

8. Dans la revendication 38, le produit proteique doit etre choisi dans un groupe 
compose, entre autres, des "genes tueurs" et des "genes qui permettent de lever 
la chimioresistance". Cette revendication manque de clarte pour les raisons 
suivantes : 

(i) Un produit proteique ne peut pas etre un gene. 

(ii) II n'y a aucune definition de ce que des "genes tueurs" ou des "genes qui 
permettent de lever la chimioresistance" peuvent etre ce qui nuit a la clarte 
de la revendication. L'attention du demandeur est attiree sur le fait que 
meme si ces expressions sont definies dans la description de la presente 
demande, selon la Gazette du PCT du 29.10.98 "Directives concernant 
I'examen preliminaire international selon le PCT", chapitre III-4.2, une 
revendication doit etre redigee "(...) de fagon que sa signification ressorte 
clairement de son texte meme". 
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(iii) La revendication 38 fait reference a un conjugue selon la revendication 35 
caracterise en ce que ledit produit d'interet (...). L'attention du demandeur 
est attiree sur le fait que la revendication 35 ne fait pas reference a un 
produit d'interet. La dependance de la revendication 38 devrait done etre 
verifiee. 

9. La revendication 43 fait reference a des polymeres polycationiques. La definition 
de ce qu'est un "polycation libre" n'est pas claire pour TACEPI. 

1 0. Dans la revendication 48, le donnaine de translocation est caracterise par le fait 
qu'il s'agit d'un fragment de I'hemagglutinine d'Haemophilus A. Dans cette 
revendication, aucune delinnitation et/ou sequence n'est donnee pour ledit 
fragment ce qui nuit a la clarle de la revendication. 

11. La revendication 58 fait reference a un conjugue a titre de medicament destine au 
transfer! d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule caracterise en ce que 
ladite cellule est mise en contact avec ledit conjugue de fagon a transfecter ladite 
cellule avec ledit conjugue. L'attention du demandeur est attiree sur le fait que la 
partie caracterisante de cette revendication est une etape de methode ce qui 
introduit un doute quant a la categorie de la revendication 58. 

Selon la Gazette du PCT du 29.10.98 "Directives concernant I'examen 
preliminaire international selon le PCT", chapitre III-4.1 : "Etant donne les 
differences de portee de protection qui peuvent decouler des diverses categories 
de revendications, I'examinateur devra attirer l'attention sur tout libelle d'une 
revendication qui laisse subsister un doute quant a sa categorie". 
Cette remarque est egalement valable pour les revendications 59-62. 
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Le soussigne requiert que la presente demande 
internationale soil traitee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de bre^^ets. 



Reserve a PofTicc reccpteur 



E)cmande intemationalc n° 



Pate du depot international 



Nom dc r office reccpteur et *'Dcmande intemationalc PCT" 



Reference du dossier du dcposant ou du mandatairc (facuUaiift 
(12 caracteres au maximum) 340833/1 8 1 62 



Cadre nM TITRE DE L'BWEOTION CONJUGUE ACIDE NUCLEIQUE-ANTICORPS POUR DELIVRER 
UN ACIDE NUCLEIQUE ETRANGER DANS LES CELLULES 



Cadre n° H DEPOSANT 



Nom ct adrcssc : (Nom de famille survi du prenom; pour une personne morale, designation 
qfficielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom dupays. Lepays de 
radresse indiquee dans ce cadre estVEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci'dessous.) 

CENTRE NATIONAL DE lA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 
3 Rue Michel-Ange 
75794 PARIS CEDEX 16 
FRANCE 



□ Cctte personne est aussi 
invcntcur. 



n* dc telephone 



n* de teiecopieur 



n" de teleimprimcur 



^l^tionalitc (nom dc TEtat) : 


E>omicile (nom dc TEtat) : 

FR 


Ccttc personne est i 1 tous les Etats tous les Etats designcs sauf 1 | les Etats-Unis d' Amcrique | | Ics Etats indiqucs dans 

dcposant pour : 1 1 designcs AJ Ics Etats-Unis d^Amcriquc | | seulemcnt | j le cadre supplemcntau^e 


Cadre n*» III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 





Nom ct adrcssc : (Nom de famille j 
officielle complete. L 'adresse doit 
ladresse indiquee dans ce cadre est i 
n 'est indique ci-dessous.) 

HIRSCH Francois 
20 Rue Victor Carmignac 
94110 ARCEUIL 
FRANCE 



? depi 



Ccttc personne est : 

I I dcposant sculcmcnt 

|y I deposant ct invcntcur 

I I invcntcur seulemcnt 
(Si cette case est caches, 
ne pas remplir la suite.) 



Nationalitc (nom dc I'Etat) : 
FR 



Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 



Cette personne est 
dcposant poUr : 



□ tous les Etats | 1 tou5 les Etats designcs sauf 
designcs 1 | les Elats-Unis d' Ameriquc 



Eles Etats-Unis d' Amerique I 1 les Etats indigucs dans 
seulemcnt | | Ic ^ * ~" 



; cadre supplcmentaire 



|y I D'autrcs dcposants ou invcntcurs sont indiqucs sur une feuillc annexe. 



Cadre n" IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPON DANCE 



La personne dent Pidentite est donncc ci-dessous cst/a etc designee pour agir au nom du ou rrri mandatairc I I rcprcscntant 
dcs dcposants auprcs dcs autoritcs intcmationalcs compctcntes, commc: L^J I 1 



commun 



Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation qfficielle 
complete. L 'adresse dent comprendre le code postal et le nom du pays) 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHHER Francis. 

WARCOIN Jacques. TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric 

CABINET REGIMBEAU 

26 Avenue KI6ber 

75116 PARIS 

FRANCE 



n* dc telephone 

01 45 00 92 02 



n* de teiecopieur 

01 45 00 46 12 



n' dc teleimprimcur 



□ 



Adresse pour la correspondance : cocher ccttc case lorsque aucun mandatairc ni rcprcscntant commun n'cst/n'a etc dcsignc 
et que Tcspace ci-dcssus est utilise pour indiquer une adresse spcciale a laquclle la correspondance doit ctre envoycc. 
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Fcuillc ^. 


Suite du cadre n" IH AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Si aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cetiefeuiUe ne doU pas etre incluse dans la requete 


Norn ct adrcssc ; (Nont defamille suivi du prenom; pour unepersonne morale, designation 
omcielleconipleL L'adrlsse doit comprendre le code postafetlenomdu pays. Lepaysde 
ladresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessousj 

DURRBACH Antoine 
1 Rue des Champs 
94170 LE PERREUX 
FRANCE 


Ccttc pcrsonnc est : 

1 1 deposant seulement 

\}C\ deposant ct invcntcur 

1 1 invcntcur seulement 
(Si ceite case est cochee, 
ne pas remplir la suite.} 


Nationalitc (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom dc I'Etat) : 
FR 


Ccttc pcrsonnc csrt 1 1 tous les Etats 1 | tous Ics Etats designes sauf [T71 les Etats-Un 

deposant pour : 1 1 designes l 1 les Etats-Unis d^Amenque seulement 


IS d'Amerique 1 ! les Etats indiqucs dans 
1 1 le cadre supplementairc 


Nom ct adressc : (Nom de famille suivi du prenom; pour unepersonne morale, designation 
officielle complete. Ladresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Lepaysde 
fadresse indfquee dans ce cadre est I 'Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Ccttc pcrsonnc est : 

I 1 deposant seulement 

[ 1 deposant ct invcntcur 

1 1 invcntcur seulement 

(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom dc TEtat) : 


Domicile (nom dc I'Etat) : 


Ccttc ocrsonnc est 1 1 tous les Etats 1 1 tous. Ics Etals dcsi&ncs sauf 1 | les Etats-Ur 

dlpOsSSt^O^^^^^ 1 1 designes | | les Etats-Unis d'v&eriquc | 1 seulement 


lis d'Amerique 1 | les Etats indigucs dans 
1 1 le cadre supplementairc 


Nom ct adrcssc : (Nom defamille suivi du prenom; pour unepersonne morale, designation 
officielle complete. L 'adr esse doit comprendre le code postafetle nom du pays l^P^fjff 
Fadresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Ccttc pcrsonnc est : 

I 1 deposant seulement 

I I deposant ct invcntcur 

j 1 invcntcur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom dc I'Etat) : 


Domicile (nom dc I'Etat) : 




Nom ct adrcssc : (Nom de famille suivi du prenom; pour unepersonne morale, designation 
oOicielle complex. L 'adresse doit comprendre le code postafetle nom du pays Lepaysde 
Fadresse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Ccttc pcrsonnc est : 

1 [ deposant seulement 

1 1 deposant et invcntcur 

I 1 invcntcur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom dc TEtat) : 


Ek)micilc (nom dc I'Etat) : 




1 1 D'aulrcs dcposants ou inventcurs sont indiqucs sur une autre fcuillc annexe. 
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Fcuillc 3. 



Cadre V DESIGNATION D'ETATS 



Lcs designations suivantcs sont faitcs conformcmcnt a la regie 4. 9. a) (cocher !es cases appropriees; une au mains doit I'etre) ; 
Brevet regional 

(Xj AP Brevet ARIPO : GH Ghana, GM Gambic, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Soudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland, TZ Rcpublique-Unic dc Tanzanic, UG Ouganda, ZW Zimbabwe ct tout autre Etat qui est un Etat contractanl du 
Protocolc dc Harare ct du PCT 

Pn EA Brevet eurasien : AM Armcnic, AZAzcrbaidjan, BY Belarus, KG Kirghizistan, KZ Kazakhstan, MDRcpubliquedc Moldova, 
RU Federation dc Russic, TJ Tadjikistan, TM Turkmenistan ct tout autre Etat qui est un Etat contractant dc !a Convention sur 
Ic brevet eurasien ct du PCT 

0 EP Brevet europeen : AT Autriche, BE Bclgiquc, CH et LI Suisse ct Liechtenstein, CY Chyprc, DE Allcmagnc, 
DK Dancmark, ES Espagnc, FI Finlandc, FR France, GB Royaumc-Uni, GR Grccc, IE Irlandc, IT Italic! 
LU Luxembourg, MC Monaco, NLPays-Bas, PT Portugal, SE Sucdc ct tout autre Etat qui est un Etat contractant dc la 
Convention sur le brevet curopccn ct du PCT 

H OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Rcpubliquc ccntrafricainc, CG Congo, CI Cote d'lvoirc, 
CM Camcroun, GA Gabon, GN Guincc, GW Guincc-Bissau, ML Mali, MR Mauritanic, NE Niger, SN ScncgaK 
TD Tchad, TG Togo ct tout autre Etat qui est un Etat mcmbre de TOAPI ct un Etat contractant du PCT (si une autre forme 
de protection ou de traitement est souhaitee, le preciser sur la ligne pain til lee) 

Brevet national (si une autre forme de protection ou de traitement est souhaitee, le preciser sur la ligne pointillee) : 

0 AE Emirats arabcs unis H LR Liberia 

H AL Albanic El LS Lesotho 

[3 AM Amicnic EJ LT Lituanic 

0 AT Autriche 0 LU Luxembourg 

(3 AU Australic H LV Lcttonic 

B AZ Azcrbaidjan 0 MA Maroc 

[3 BA Bosnic-HcTzcgovinc E MD RcpubUquc dc Moldova 

H BB Barbadc H MG Madagascar 

IZI BG Bulgaric 0 MK Ex-Rcpubliquc yougoslavc dc Maccdoinc 

0 BR Brcsil 

a BY Belarus 0 MN Mongolic 

a CA Canada 0 MW Malawi 

0 CH et LI Suisse ct Liechtenstein 0 MX Mcxiquc 

0 CN Chine 0 NO Norvcgc 

0 CR Costa Rica 0 NZ Nouvellc-Zclandc 

0 CU Cuba 0 PL Polognc 

0 CZ Rcpubliquc tchcquc 0 PT Portugal 

0 DE Ailcmagnc 0 RO Roumanic 

0 DK Dancmark 0 RU Federation dc Russic 

0 DM Dominique 0 SD Soudan 

0 EE Estonie 0 SE Sucdc 

0 ES Espagnc 0 SG Singapour 

0 FI Finlandc 0 SI Slovcnie 

0 GB Royaumc-Uni 0 SK Slovaquic 

0 GD Grenade 0 SL Sierra Lconc 

0 GE Gcorgic 0 TJ Tadjikistan 

0 GH Ghana 0 TM Turkmenistan 

0 GM Gamble 0 TR Turquie 

0 HR Croatic 0 TT Trinitc-ct-Tobago 

0 HU Hongric S TZ Rcpublique-Unic dc Tanzanic 

0 ID Indoncsic H UA Ukraine 

0 IL Israel 0 UG Ouganda 

0 IN Indc H US Etats-Unis d^Amcrique 

H IS Islandc 

0 JP Japon 0UZ Ouzbekistan 

0 KE Kenya 0 VN Vict Nam 

0 KG Kirghizistan 0 YU Yougoslavic 

0 KP Rcpubliquc populairc dcmocratiquc dc Corcc . 0 ZA Afrique du Sud 

0 ZW Zimbabwe 

0 KR Rcpubliquc dc Corcc Cases rcscrvccs pour la designation d*Etats qui sont devenus parties 

0 KZ Kazakhstan PCT aprcs ia publication dc la prcscntc fcuillc : 

H LC Saintc-Lucie 0 .P2 Algerie 

0 LK Sri Lanka 0 AG Antigua et Barbuda 

Declaration concernaat lcs designations de precaution ; outre lcs designations fai\es ci-dessus, Ic dcposant fait aussi conformcmcnt 
a la regie 4 .9. b) toutes lcs designations qui scraicnt autorisccs en vcrtu du PCT, a rcxccption dc toutc designation indiqucc dans le cadre 
supplcmcntairc commc ctant cxcluc dc la portcc dc ccttc declaration. Le dcposant declare que ccs designations additionncUes sont 
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Conjugue acide nucleique-anticorps pour delivrer un acide 
nucleique etranger dans les cellules 

La therapie genique a pour objet de corriger un defaut genetique 
5 par intervention sur TADN. Elle peut etre realisee selon deux 
approches distinctes : soit cornme une correction du genotype par 
reparation de ranomalie genique, soit par correction du phenotype par 
greffe d'une version normale du gene permettant ainsi de suppleer le 
gene defectueux toujours present. La therapie genique s'applique aussi 

10 bien au traitement des maladies genetiques constitutionnelles que 
acquises. Ainsi, un certains nombres de maladies genetiques 
constitutionnelles sont candidates a une therapie genique ; on peut 
citer, entre autres, la mucoviscidose, la myopathic de Duchenne ou le 
deficit en adenosine desaminase (Coumoyer et al, 1991, "Gene tranfer 

15 of adenosine deaminase into primitive human hemotopoetic progenitor 
cells", Human Gene Therapie, 2 : 203). La therapie genique s'applique 
aussi a la lutte contre les maladies acquises dont les maladies 
candidates sont les cancers et les maladies infectieuses et virales 
(SIDA, hepatites). 

20 Dans la therapie des cancers, les premieres experiences 

effectuees avec les lymphoc3^es infiltrant les tumeurs (TIL : tumor 
infiltrating lymphocytes) ont demontre que des cellules pouvaient etre 
armees avec des facteurs cytotoxiques (TNF, tumor necrosis factor) 
(Rosenberg et al 1990, "Gene transfer into humans : immunotherapy 

25 of patients with advanced melanoma using infiltrating lymphocytes 
modified by retroviral gene transduction" N. Eng. J. Med. 323 :570- 
578) ou etre dopees avec des cytokines ; ainsi Golumbek et ses 
collaborateurs ont obtenu un succes therapeutique sur des cancers 
renaux de souris traites par des cellules produisant de Tinterleukine 4 

30 (Golumbek et al 1991, Science 254 :7 13-7 16). 

La therapie genique effectuee sur les cellules somatiques d'un 
individu affecte d'un defaut genetique pose de multiples problemes 
methodologiques, le gene repare ou greffe devant etre exprime 
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normalement de fagon reguliere, c'est-a-dire au bon endroit, au bon 
moment et en quantite normale adaptee aux besoins ; la correction ou 
la greffe devant etre indefiniment stable. 

Parmi les strategies de transfert genique somatique ex vivo 
5 developpees pour tenter de cibler specifiquement et efficacement les 
cellules d'interet, il convient de citer : (i) les strategies utilisant les 
methodes physiques telles que la co-precipitation par le phosphate de 
calcium, Telectroporation, la micro- injection, la fusion de protoplastes, 
la biolistique ou les vehicules artificiels tels les liposomes et les ligands 

10 de recepteur par exemple ; (ii) et celles faisant appel aux vecteurs 
viraux (retrovirus, adenovirus, AAV, HSV) (Ragot et al, 1993 Nature 
361 : 647-650). Parmi les strategies de transfert genique somatique in 
vivo developpees peuvent etre citees les vehicules cellulaires ayant 
prealablement regus le gene ex vivo (cellules souches 

15 hematopoietiques, lymphocytes, hepatocytes, cellules endotheliales, 
cellules epitheliales), les vecteurs viraux, I'injection intra-musculaire 
d'ADN nu et les vehicules artificiels. 

Une des difficultes actuelles de la therapie genique porte sur le 
ciblage in vivo des cellules a modifier. Actuellement, seul un petit 

20 nombre d'approches virales ou synthetiques ont ete developpees ; elles 
exploitent essentiellement les interactions ligand-recepteur (Michael et 
Curiel, 1994, « Strategies to achieved targeted gene delivery via the 
receptor-mediated endocytosis pathway », Gene Therapy 1:223). 

Differentes approches utilisant un vecteur viral ont ainsi ete 

25 experiementees. Une premiere approche a consiste a ponter via la 
streptavidine, des anticorps biotinyles diriges centre une structure 
cellulaire cible a des anticorps egalement biotinyles diriges contre les 
structures de Tenveloppe retrovirale et done associes a un retrovirus 
(Roux et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 :9079-9083). Une fois 

30 lies aux cellules, les vecteurs retroviraux sont internalises par 
endocytose et sont capables d'echapper au systeme lysosome- 
endosome par un mecanisme de transfert de I'endosome vers le 
cytoplasme, evitant ainsi la degradation de TADN transfecte et 
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permettant I'entree dudit ADN dans le noyau cellulaire. Cette approche 
a revele une absence de specificite du ciblage in vivo due a Taccrochage 
non specifique des vecteurs retroviraux a la surface cellulaire. Une 
deuxieme approche virale a ete developpee qui utilise des virus 
5 ectopiques modifies pour porter une proteine-ligand d'enveloppe 
chimerique a leur surface (Kasahara et al 1987 « Receptor-mediated in 
mtro gene transformation by a soluble DNA carrier system » J. BioL 
Chem. 262 :4429). Enfin, il convient de citer Tapproche developpee par 
Neda et al (1991 « Chemical modification of an ecotropic murine 

10 leukemia virus results in redirection of its target cell specificity » J. 
BioL Chem. 266 : 14143). 

Des approches synthetiques non virales ont egalement ete 
experimentees. EUes sont realisees par la formation d'un complexe 
entre un ligand capable de se lier a la surface de la cellule cible et avec 

15 TADN a transferer. II convient de citer tout d'abord les approches 
utilisant les vehicules artificiels tels les liposomes recouverts 
d'anticorps (immunoliposomes); ce type d'approche ne s'est pas, a 
present, averee satisfaisante car les immunoliposomes presentent une 
activite non specifique vraisemblablement suite a I'accrochage non 

20 specifique des liposomes aux membranes cellulaires. II est egalement 
apparu que I'efficacite de transfert de gene contenu dans les liposomes 
reste modeste bien qull est suppose que la degradation associee aux 
endosomes est evitee par I'utilisation des liposomes. Des approches 
altematives utilisant des composes qui retiennent Taptitude a interagir 

25 specifiquement avec des recepteurs cellulaires de surface ont ete 
developpees. En effet, differents recepteurs naturellement presents a la 
surface des cellules ont la propriete de s'internaliser dans la cellule 
apres fixation sur leur ligand ; ainsi la transferine, dont le recepteur a 
une repartition tissulaire ubiquitaire, a fait Tobjet de nombreuses 

30 experiences (transferinfection) (Zenke et al, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87 :3655-3659). Une autre alternative a consiste a cibler des 
asialoglycoproteines presentent a la surface des hepatocj^es (Wu et al, 
1991, J. Biol. Chem. 266 : 14338-14342). Enfin une autre technique 
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appelee « antifection » developpee par Tun des inventeurs de la 
presente invention (Hirsch et al « Antifection : a new method to 
targeted gene transfection » 1993, Transpl. Proc. 25 : 138) a ete 
decrite ; cette technique consiste a preparer un vecteur anticorps-ADN 
5 qui est delivre a une population cellulaire selectionnee (Brevet US 5 
428 132). 

Outre les problemes de ciblage du vecteur, une autre difficulte a 
surmonter dans les experiences de therapie genique se situe dans le 
transfert, a rinterieur des cellules, de TADN a transfecter et de la 

10 protection de cet ADN contre les activites nucleasiques des 
compartiments cellulaires lysosomiaux afin d'obtenir une expression 
consequente du transgene. 

Differentes approches ont ete developpees pour repondre a ce 
probleme ; une efficacite accrue de Texpression du transgene a ainsi 

15 pu etre obtenue en utilisant des agents lysosomotropiques tels la 
chloroquine (Zenke et al, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 ;3655- 
3659 ; Luthman et al, 1983, Nucleic Acids Res. 11 : 1295) ; de tels 
agents reduisent la destruction lysosomiale de TADN en augmentant le 
pH des endosomes et en inhibant le transfert du materiel internalise 

20 vers les lysosomes. Une autre approche consiste a utiliser des 
domaines proteiques ayant une activite de translocation cellulaire. La 
propriete de ces domaines est mise a profit pour faciliter Techappement 
des acides nucleiques transfectes hors des vesicules endosomiales afin 
d'augmenter Fefficacite du transfert d'acide nucleique vers le noyau 

25 (Fominaya et Wels, 1995, J. Biol. Chem. 271 : 10560). La demande 
Internationale de brevet WO 94/04696 decrit un systeme de transfert 
d'acide nucleique compose d'un domaine de translocation provenant de 
Texotoxine A de Pseudomonas aeruginosa ; Tefficacite de transfection et 
la specificite d'un tel systeme de transfert apparait tres bas. Une autre 

30 demande Internationale de brevet WO 96/ 13599 decrit egalement un 
systeme de transfert d'acide nucleique compose d'une proteine 
monomerique recombinante comportant differents domaines 
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fonctionnels dont un domaine de translocation derives de toxines, de 
preference bacteriennes, telle que I'exotoxine A. 

Les strategies de therapie genique prealablement evoquees 
necessitent des preparations laborieuses ou du materiel sophistique et 
5 peuvent presentees un certain risque biologique. II existe a ITieure 
actuelle un besoin de developper un systeme de transfert simple et 
efficace d'acides nucleiques qui permette d'introduire specifiquement 
dans les cellules cibles des acides nucleiques exprimes efficacement. A 
ce titre, la technique d'antifection (brevet US 5 428 132}, basee sur 

10 Tutilisation d'anticorps pour cibler des sequences d'ADN d'interet dans 
des cellules cibles, est extremement prometteuse car les anticorps 
constituent un outil extremement efficace pour dinger le vecteur de 
transfert vers un type cellulaire particulier du fait de la grand affinite 
et de la grande specificite des anticorps; de plus la multitude 

15 d'anticorps monoclonaux et polyclonaux disponibles diriges centre les 
nombreuses structures cellulaires tumorales ou normales donne a 
cette technologic un reel interet. Neanmoins la technique d'antifection 
decrite dans le brevet US 5 428 132 bien qu'elle permette un ciblage 
efficace, ne permet pas d'obtenir une expression consequente du 

20 transgene transfecte. 

C'est done Tobjet de la presente invention d'ameliorer le taux 
d'expression du transgene transfecte dans les cellules cibles en 
utilisant la technologic d'antifection. Ces ameliorations portent sur 
Tadjonction d'un domaine de translocation au complexe ADN-anticorps 

25 et/ou a Tutilisation de proteine de liaison a TADN pour coupler de 
maniere non covalente I'ADN au complexe et/ou pour augmenter 
Tefficacite du transfert et/ou a Tadjonction d'un peptide clivable. Ces 
ameliorations permettent de maniere spectaculaire et inattendue 
d'augmenter de 2 a 10 fois le taux d'expression du transgene dans la 

30 cellule cible. 

La presente invention conceme done un conjugue pour le transfert 
d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule caracterise en ce 
qu'il comprend une molecule d'acide nucleique, un domaine de 
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translocation et un anticorps specifique d'un antigene de surface de 
ladite cellule, tel que ledit conjugue est transfecte efficacement dans 
ladite cellule. 

Selon un premier mode de realisation de Tinvention (A) , le conjugue 
5 selon Tinvention est caracterise en ce que lesdits molecule d'acide 
nucleique, domaine de translocation et anticorps sont conjugues au 
moyen d'au moins un agent de pontage. 

Selon un mode prefere de realisation (A), le conjugue se caracterise 
en ce qu'il comprend en outre un peptide clivable par au moins une 

10 enzyme glycolytique et/ou proteolytique, ledit anticorps etant lie audit 
domaine de translocation via ledit peptide clivable. Dans ce conjugue, 
I'anticorps et ledit peptide clivable peuvent etre lies soit (i) de maniere 
covalente via un agent de pontage selectionne de preference dans le 
groupe compose de la benzoquinone, de I'EDC, de TAPDP ; soit (ii) a 

15 une molecule de type avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut 
etre identique ou different et qui est selectionne de preference dans le 
groupe compose de la biotine, la benzoquinone, de ITEDC, de I'APDP. Le 
domaine de translocation de ce compose est lie audit peptide clivable 
par une liaison chimique covalente. On entend designer par liaison 

20 chimique covalente de preference une liaison de type peptidique ; selon 
un mode particulier de realisation le peptide correspondant au 
domaine de translocation lie au peptide clivable est obtenu par 
S3nithese chimique. 

Dans ce mode de realisation le domaine de translocation peut etre 

25 lie a une molecule d'acide nucleique soit : 

i) au moyen d'un agent de pontage qui est de preference TAPDP ; selon 
. ce mode de realisation un mode encore plus prefere de realisation du 
conjugue de Tinvention se caracterise en ce que ledit anticorps est lie 
audit peptide clivable par une liaison covalente au moyen dudit agent 

30 de pontage EDC, ledit peptide clivable etant lie audit domaine de 
translocation par une liaison covalente au moyen d'une liaison 
chimique, ledit domaine de translocation etant lie audit acide 
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nucleique par une liaison covalente au moyen dudit agent de pontage 
APDP. 

ii) via une molecule de liaison aux acides nucleiques, ladite molecule 
de liaison aux acides nucleiques etant liee audit domaine de 
5 translocation par une liaison covalente au moyen d'un agent de 
pontage qui est de preference TAPOP. Selon ce mode de realisation, un 
mode de realisation encore plus prefere consiste en ce que ledit 
anticorps est lie audit peptide clivable par une liaison covalente au 
moyen dudit agent de pontage EDC, ledit peptide clivable etant lie 
10 audit domaine de translocation par une liaison covalente au moyen 
d'une liaison chimique, ledit domaine de translocation etant lie a ladite 
molecule de liaison aux acides nucleiques par une liaison covalente au 
moyen dudit agent de pontage APDP, ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques liant ledit acide nucleique par une liaison non- 
15 covalente. 

Selon un deuxieme mode de realisation (B), invention concerne 
un conjugue caracterise en ce qu'il comprend en outre une molecule de 
liaison aux acides nucleiques, tel que ledit domaine de translocation, 
ledit anticorps et ladite molecule de liaison aux acides nucleiques sont 

20 lies a une molecule de type avidine au moyen d'un agent de pontage 
qui peut etre identique ou different, ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques etant liee a ladite molecule d'acide nucleique. 

Selon un autre mode de realisation (B), Tinvention conceme un 
conjugue caracterise en ce qu'il comprend en outre une molecule de 

25 liaison aux acides nucleiques et un peptide clivable par au moins une 
enzyme glycolj^ique et/ou proteolytique, tel que ledit domaine de 
translocation, ledit anticorps et ledit peptide clivable sont lies a une 
molecule de type avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre 
identique ou different, ladite molecule de liaison aux acides nucleiques 

30 etant liee a ladite molecule d'acide nucleique, ladite molecule de liaison 
aux acides nucleiques etant liee audit peptide clivable et a ladite 
molecule d'acide nucleique. 



wo 00/67697 




PCT/FROO/01259 



8 

Selon un autre aspect (C), rinvention concerne un conjugue pour 
le transfert d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule 
caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'acide nucleique, un 
anticorps specifique d'un antigene de surface de cellule et une 
5 molecule de liaison aux acides nucleiques tel que ledit conjugue est 
transfecte efficacement dans ladite cellule ; ce conjugue se caracterise 
en ce que ladite molecule d'acide nucleique, ledit anticorps et ladite 
molecule de liaison aux acides nucleiques sont lies a une molecule de 
t3T)e avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique 

10 ou different, ladite molecule de liaison aux acides nucleiques etant liee 
a ladite molecule d'acide nucleique. 

Selon un mode de realisation (C) prefere le conjugue precedent 
se caracterise en ce qu'il comprend en outre un peptide clivable par au 
moins une enzyme glycolytique et/ou proteolytique, ledit anticorps 

15 etant lie a ladite molecule de liaison aux acides nucleiques via ledit 
peptide clivable ; dans ce conjugue, ledit anticorps et ledit peptide 
clivable sont lies soit (i) de maniere covalente via un agent de pontage 
selectionne de preference dans le groupe compose de la benzoquinone, 
de I'EDC, de I'APDP, ou soit (ii) via une molecule de type avidine au 

20 moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique ou different et 
selectionne de preference dans le groupe compose de la biotine, la 
benzoquinone, de I'EDC, de I'APDP. Dans ce conjugue, ledit peptide 
clivable est lie a ladite molecule de liaison aux acides nucleiques au 
moyen d'un agent de pontage qui est de preference APDP, ladite 

25 molecule de liaison aux acides nucleiques liant ledit acide nucleique 
par une liaison non-covalente. 

Selon un mode de realisation (D), I'invention porte sur un 
conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique dans une 
cellule caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'acide 

30 nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface de cellule 
et un peptide clivable par au moins une enzyme glycolytique et/ou 
proteolytique tel que ledit conjugue est transfecte efficacement dans 
ladite cellule. Dans ce conjugue, ledit anticorps et ledit peptide clivable 
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sont lies soit (i) de maniere covalente via un agent de pontage 
selectionne de preference dans le groupe compose de la benzoquinone, 
de TEDC, de I'APDP, soit (ii) a une molecule de type avidine au moyen 
d'un agent de pontage qui peut etre identique ou different selectionne 
5 de preference dans le groupe compose de la biotine, la benzoquinone, 
de TEDC, de TAPOP. Dans ce conjugue, ledit peptide clivable est lie 
audit acide nucleique soit (i) par une liaison covalente au moyen d'un 
agent de pontage qui est de preference TAPDP, soit (ii) via une molecule 
de liaison aux acides nucleiques, ladite molecule de liaison aux acides 

10 nucleiques etant liee audit peptide clivable par une liaison covalente 
au moyen d'un agent de pontage qui est de preference TAPDP. Selon 
un mode particulierement prefere de Tinvention ledit conjugue 
comprend en outre un domaine de translocation qui est 
eventuellement lie de maniere covalente au moyen d'un agent de 

15 pontage a ladite molecule d'acide nucleique et/ou a ladite molecule de 
liaison aux acides nucleiques. Selon un autre mode de realisation, ledit 
domaine de translocation est present au sein du conjugue sans y etre 
lie covalemment. 

On entend designer par peptide clivable, un peptide comportant 

20 une ou plusieurs sequences clivables par des enzymes glycolytiques 
et/ou proteolytiques de preference endosomiales et/ou lysosomiales 
telles par exemple les cathepsines et la trypsine. Selon un mode 
particulier de realisation, le peptide clivable de Tinvention comporte au 
moins un site cathepsine B et/ou un site cathepsine D. De maniere 

25 preferee, le peptide clivable comporte un site cathepsine B et un site 
cathepsine D separes par au moins un acide amine, de preference par 
au moins deux acides amines tel par exemple la glycine ; le peptide 
clivable de Tinvention presente la sequence : X1-X2-F-Y-G-G-F-R- dans 
laquelle G represente la glycine, Xi et X2 des acides amines permettant 

30 I'accrochage ou liaison chimique de I'anticorps telle par exemple deux 
lysines (K). F-Y represente le dipeptide compose des acides amines 
phenylalanine-tyrosine qui est clivable par la cathepsine D ; cette 
sequence peut eventuellement etre remplacee par L-Y (leucine- 
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tyrosine), Y-L (tyrosine-leucine) ou F-F (phenylalanine-phenylalanine). 
FR represente le dipeptide compose des acides amines phenylalanine- 
arginine qui est clivable par la cathepsine B. 

L'agent de pontage permet de lier de maniere chimique (covalente), 
5 electrostatique, non-covalente tout ou partie des composants du 
conjugue. Parmi les agents de pontage susceptibles d'etre utilises dans 
la presente invention, il convient de citer la benzoquinone, la 
carbodiimide et plus particulierement TEDC (l-Ethyl-3[3- 
Dimethylaminopropyljcarbodiimide hydrochloride) , la dimaleimide, 

10 Tacide dithio-bis-nitrobenzolque (DTNB), le N-succinimidyl-S-acetyl- 
thioacetate (SATA), les agents pontants possedant un ou plusieurs 
groupements phenylazide reagissant avec les ultraviolets (U.V.) et de 
preference le N-[-4-(azidosalicylamino)butyl]-3'-(2'- 

pyridyldithio)propionamide (APDP) , le N-succinimidyl-3-(2- 

15 pyridyldithio) propionate (SPDP), le 6-hydrazinonicotimide (HYNIC), la 
biotine; la benzoquinone, TEDC, I'APDP et la biotine etant les agents de 
coupage preferemment utilises. Par "molecule de type avidine", on 
entend designer toutes molecules se liant avec une forte affinite a la 
biotine, et de preference la molecule tetravalente d'avidine, la 

20 strep tavidine, la neutravidine. 

Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, le conjugue 
precedemment decrit selon les differents modes de realisation de 
Tinvention est caracterise en ce que ledit agent de pontage est 
selectionne dans le groupe compose de la benzoquinone, de la biotine, 

25 des carbodiimides, des agents pontants presentant au moins un 
groupement phenylazide reagissant aux ultra-violets (UV). Selon un 
mode prefere, l'agent de pontage est selectionne dans le groupe 
compose de la benzoquinone, de la biotine, de TEDC, PAPDP. 

Selon un autre mode prefere de realisation de Tinvention, le 

30 conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode de realisation 
(B) est caracterise en ce que l'agent de pontage qui lie ledit domaine de 
translocation et ledit anticorps a la molecule de type avidine est la 
biotine et, l'agent de pontage qui lie ladite molecule de liaison aux 
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acides nucleiques a la molecule de type avidine est la benzoquinone. 
Selon un autre mode prefere de realisation de Tinvention, le conjugue 
precedemment decrit selon le deuxieme mode de realisation (B) est 
caracterise en ce que Tagent de pontage qui lie ledit domaine de 
5 translocation, ledit anticorps et ladite molecule de liaison aux acides 
nucleiques est la biotine. Selon un mode particulier de realisation de 
rinvention, le conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode 
de realisation (B) se caracterise en ce que le domaine de translocation 
et la molecule de liaison aux acides nucleiques forment une proteine 

10 de fusion. Par proteine de fusion, on entend designer une proteine qui 
renferme des domaines proteiques provenant de proteines differentes 
et codees par une meme molecule d'ADN obtenue par la technologic de 
TADN recombinant. Cette proteine de fusion et Tanticorps sont lies a 
une molecule de type avidine aux moyens d'agents de pontage qui sont 

15 identiques ou differents, ladite proteine de fusion etant liee a ladite 
molecule d'acide nucleique par son domaine de liaison aux acides 
nucleiques. 

Selon un autre mode prefere de realisation de invention, le 
conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode de realisation 

20 (B) et qui comprend un peptide clivable est caracterise en ce que 
I'agent de pontage qui lie ledit domaine de translocation et ledit 
anticorps a la molecule de type avidine est la biotine et, Tagent de 
pontage qui lie ledit peptide clivable a la molecule de type avidine est la 
benzoquinone. Selon un autre mode prefere de realisation de 

25 rinvention, le conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode 
de realisation (B) est caracterise en ce que I'agent de pontage qui 
lie ledit domaine de translocation, ledit anticorps et ledit peptide 
clivable est la biotine. 

Selon un autre mode prefere de realisation, le conjugue 

30 precedemment decrit selon un autre mode de realisation (C) de 
rinvention est caracterise en ce que en ce que I'agent de pontage qui 
lie ledit anticorps a la molecule de type avidine est la biotine, et I'agent 
de pontage qui lie ladite molecule de liaison aux acides nucleiques a la 
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molecule de type avidine est la benzoquinone. Selon un autre mode 
prefere de realisation, le conjugue precedemment decrit est caracterise 
en ce que ledit agent de pontage est la biotine. 

Le conjugue selon Tinvention se caracterise en ce que la molecule 
5 d'acide nucleique du conjugue est choisie parmi TADN simple brin, 
VADN double brin, I'ARN simple brin, TARN double brin, ITiybride 
ARN/ADN. Selon un mode prefere de realisation, ladite molecule 
d'acide nucleique est de TADN double brin ou de TARN simple brin qui 
code pour un produit proteique d'interet qui s'exprime efficacement 

10 dans ladite cellule. Les produits proteiques dlnteret sont choisis dans 
un groupe compose des interleukines, des cytokines, des lymphokines, 
des chemokines, des facteurs de croissance, des proteines tueuses, des 
proteines qui permettent de lever la chimiore si stance et des en2ymes 
de restriction ; les interleukines, cytokines et lymphokines sont 

15 choisies dans un groupe compose de preference des interleukines II- 1, 
11-2, 11-3, 11-4, 11-5, 11-6, 11-7, 11-8, 11-9, 11-10, 11-11, 11-12, 11-13, 11-14, II- 
15, 11-16, 11-17 et 11-18, des interferons a-IFN, P-IFN et y-IFN ; de 
preference le produit proteique d'interet est Tinterleukine 2. Les 
facteurs de croissance sont de preference les facteurs stimulateurs des 

20 colonies (colony stimulating factors) G-CSF, GM-CSF, M-CSF) et 
reiythropoietine, il convient egalement de citer les facteurs de 
croissance qui interagissent en les inhibant, avec les facteurs de 
transcription nucleaires tels NF-KB ; ces facteurs de croissance ont fait 
Tobjet de la demande de brevet FR 98 14858. Les proteines tueuses 

25 sont choisies parmi le groupe compose des kinases, et de preference la 
thymidine kinase, et des proteines pro-apoptotiques ; on entend 
designer par proteines pro-apoptotiques les proteines qui interviennent 
dans Tapoptose ou promeuvent Tapoptose. Parmi les proteines pro- 
apoptotiques, il convient de citer les proteines de la famille de Bcl2, et 

30 plus particulierement les proteines BIK (Bcl2 -interacting protein), BAX 
(Oltvai et al 1993, Cell 74:609-619), BAK (Chittenden et al 1995, 
Nature 374 : 733-736 ; Kiefer et al 1995, Nature 374 : 736-739) et BID 
(BH3-interacting domain death agonist) (Wang et ah 1996, Genes Dev. 
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10 : 2859-2869); de preference le produit proteique d'interet est la 
proteine BAX. Parmi les proteines pro-apoptotiques, il convient 
egalement de citer les caspases, la proteine AIF (apoptosis-inducing 
factor) (Susin et al 1999, Nature 397 : 441-446) et les proteines de la 
5 famille du facteur necrosant des tumeurs (TNF, tumor necrosing 
factor), et plus particulierement le TNF lui-meme (Old 1985, Science 
230 : 630-632), la proteine FASL (FAS-Hgand) (Takahashi et al 1994, 
Int. Immun. 6 : 1567- 1574). 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, la molecule 

10 d'acide nucleique est un ARN antisens. 

Selon rinvention, le conjugue selon Tinvention se caracterise en ce 
que la molecule de liaison aux acides nucleiques lie ladite molecule 
d'acide nucleique par une liaison non-covalente. La molecule de liaison 
aux acides nucleiques est soit un polymere polycationique soit une 

15 proteine de liaison aux acides nucleiques : (i) le polymere 
polycationique est choisi parmi la poly-L-lysine, la poly-D-lysine, le 
polyethylenimine, la polyamidoamine, la polyamine et toutes 
polycations libres d'origine chimique ; de preference, le polymere 
polycationique est la poly-L-lysine ; (ii) la proteine de liaison aux acides 

20 nucleiques est choisie parmi les histones, la protamine, Tomithine, la 
putrescine, la spermidine, la spermine, les facteurs de transcription, 
les proteines homeobox ; de preference, la proteine de liaison aux 
acides nucleiques est une protamine et/ou une histone. 

Lors de la preparation du conjugue selon I'invention, qui comprend 

25 un domaine de liaison aux acides nucleiques tels que la protamine 
et/ou les histones, le domaine de liaison est de preference ajoute en 
exces. Ce domaine de liaison est ensuite present en exces dans le 
conjugue. Par le terme "en exces", on entend designer que le domaine 
de liaison aux acides nucleiques et les autres composants du conjugue 

30 ne sont pas presents en quantite stoechiometrique. 

La presence en large exces de molecule de liaison aux acides 
nucleiques tels que la protamine ou les histones permet et favorise le 
compactage de la molecule d'acides nucleiques, permettant ainsi une 
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transfection efficace de la molecule d'acide nucleique dans la cellule et 
plus particulierement une translocation et un ciblage de la molecule 
d'acide nucleique dans le noyau de la cellule. Par ailleurs, le 
compactage de la molecule d'acide nucleique de Tinvention par une 
5 molecule de liaison aux acides nucleiques telle que la protamine ou les 
histones permet de proteger ladite molecule d'acides nucleiques des 
degradations par les nucleases cellulaires et extracellulaires. 
L'utilisation de la protamine et des histones pour favoriser la 
transfection et I'expression de molecule d*acide nucleique est depuis 

10 longtemps connue de I'homme de Tart (Wienhues et al. (1987) et Dubes 
et Wegrzyn (1978)). 

Le conjugue selon Tinvention se caracterise en ce que ledit domaine 
de translocation derive d'une toxine bacterienne ou virale sans 
contenir la partie de la toxine qui lui confere son effet toxique. La 

15 toxine bacterienne ou virale est choisie parmi: Texotoxine A de 
PseudomonaSy la toxine diphterique, la toxine cholerique, la toxine 
anthrox de Bacillus, la toxine Pertussis, la toxine Shiga de Shigella, la 
. toxine apparentee a la toxine Shiga, les toxines d 'Escherichia coli, la 
colicine A, la d-endotoxine, ITiemagglutinine d 'Haemophilus A. Dans 

20 un mode prefere de realisation, le domaine de translocation est 
Texotoxine A de Pseudomonas aeruginosa. Dans un autre mode prefere 
de realisation, le domaine de translocation est le fragment B non 
toxique de la toxine Shiga de Shigella, 

Dans un autre mode prefere de realisation, le domaine de 

25 translocation est un fragment de ITiemaggiutinine d 'Haemophilus A. Ce 
fragment de I'hemaglutinine de Tinfluenza A (HA) peut etre modifie a 
son extremite C-terminale par Tadjonction d'une cysteine ou par 
Tadjonction d'une courte sequence peptidique se terminant par une 
cysteine afin de faire reagir avec cette cysteine I'agent de couplage, qui 

30 est de preference 1' APDP. 

Le conjugue selon Tinvention est caracterise en ce que Tanticorps 
est un anticorps monoclonal ou un anticorps polyclonal specifique 
d'un antigene de surface membranaire. Selon un des modes preferes 
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de realisation de Tinvention, Tanticorps se lie specifiquement a 
Tantigene G250 caracteristique des carcinomes des cellules renales 
humaines (RCC), Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, 
Tanticorps de Tinvention est Tanticorps G250 decrit par Oosterwijk et 
5 al (1986, Int. J. Cancer. 38:489-494) et qui a fait Ibbjet de la 
demande de brevet intemationale WO 88/08854. Selon un autre mode 
prefere de realisation, Tanticorps selon la presente invention est un 
anticorps monoclonal 5C5 obtenu par ITiybridome 5C5 depose a la 
CNCM sous le N°I-2184. L'anticorps selon Tinvention est soit sous la 

10 forme d'un anticorps simple chaine, soit sous la forme d'un anticorps 
chimerique ou d'un anticorps humanise. Selon un mode particuiier de 
realisation, Tanticorps est un fragment d'anticorps, de preference un 
fragment F(ab')2, Fab' ou Fv. 

Le conjugue ADN-anticorps de la presente invention peut etre 

15 administre selon diverses voies connues par les personnes de Tart. Par 
exemple, il peut etre administre par voie intraveineuse, par voie 
intraperitoneale, par voie intramusculaire, par voie sous-cutanee, par 
voie intra-tumorale, par voie anale ou rectale. 

Enfin, Tinvention porte sur un conjugue tel que decrit 

20 precedemment a titre de medicament. Plus particulierement, 
Tinvention porte sur un conjugue tel que decrit precedemment a titre 
de medicament pour la therapie genique et plus precisement pour le 
traitement des maladies genetiques acquises ou constitutionnelles. 
Selon rinvention, les maladies acquises sont selectionnees dans le 

25 groupe compose des cancers et des maladies infectieuses. Parmi les 
cancers selon Tinvention, on peut citer, le carcinome des cellules 
renales (RCC), le melanome, la leucemie myeloide chronique, la 
leucemie myeloide aigue, le lymphome de Burkitt, le cancer 
pulmonaire a petites cellules, le neuroblastome, le retinoblastome, le 

30 glioblastome, ITiepatocarcinome, rhabdomyosarcome, 

Tadenocarcinome gastrique, le carcinome colique, ie cancer ovarien, le 
carcinome mammaire, le cancer de Tuterus, le carcinome du testicule. 
De preference, Tinvention porte sur un conjugue tel que decrit 



wo 00/67697 W PCT/FROO/01259 

16 



precedemment a litre de medicament pour le traitement du carcinome 
des cellules renales (RCC). Parmi les maladies infectieuses on peut 
citer de preference le SIDA et les hepatites. 

Selon rinvention, les maladies constitutionnelles sont selectionnees 
5 de preference dans le groupe compose des myopathies, et plus 
particulierement de la myopathic de Duchenne (DM), la myopathic de 
Steinert et Tamyotrophie spinale (SMA), la mucoviscidose, la sclerose 
laterale amyotrophique (SLA), ITiemophilie, les hemoglobinopathies, les 
maladies neurodegeneratives telles la maladie d 'Alzheimer, la maladie 

10 de Parkinson et la choree de Huntington, la maladie de Gaucher, la 
maladie de Lesch-Nyhan, les deficiences immunitaires liees a un deficit 
en adenosine desaminase ou en purine nucleoside phosphorylase, 
Temphyseme pulmonaire, ITiypercholesterolemie. 

II est evident que le compose selon Tinvention a de multiples 

15 applications selon la nature de la sequence d'ADN et de la nature de 
Tanticorps selectionnes. Ces multiples applications sont facilement 
envisageables par une personne de Tart et ne peuvent etre 
mentionnees de maniere exhaustive. 

L'invention porte egalement sur une composition pharmaceutique 

20 notamment pour le traitement des maladies par therapie genique qui 
comprend une quantite therapeutiquement efficace d'un conjugue 
selon rinvention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention porte egalement sur un procede de transfert 
d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule, caracterise en ce 

25 qu'on met en contact avec ladite cellule le conjugue selon rinvention de 
fagon a transfecter ladite cellule avec ledit conjugue. De preference, la 
molecule d'acide nucleique code pour un produit proteique d'interet 
qui s'exprime efficacement dans ladite cellule transfectee. 

Selon un mode prefere de realisation de rinvention, la molecule 

30 d'acide nucleique est de TADN double brin codant pour un produit 
proteique d'interet. La presente invention foumit done un systeme 
efficace qui permet le transit de la molecule d'ADN double brin a 
travers la membrane cellulaire cytoplasmique, le transport vers le 
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noyau, I'entree dans le noyau et le maintien a I'etat fonctionnel de cette 
molecule dans le noyau. La persistance de I'expression du produit 
proteique code par la molecule d'ADN est obtenue soit par I'integration 
stable de la molecule d'ADN dans I'ADN chromosomique de la cellule 
5 cible, soit par maintien de la molecule d'ADN sous la forme d'un 
replicon extrachromosomique. C'est done un des objets de la presente 
invention de foumir un procede caracterise en ce que ladite molecule 
d'acide nucleique se maintient sous la forme d'un replicon 
extrachromosomique dans ladite cellule. Selon un autre mode de 

10 realisation, la presente invention fournit un procede caracterise en ce 
que ladite molecule d'acide nucleique s'integre dans I'ADN genomique 
et/ou mitochondrial de ladite cellule transfectee. 

La cellule ciblee par le compose de la presente invention est une 
cellule procaryote ou eucaryote, animale ou vegetale. Selon un mode de 

15 realisation prefere, I'invention conceme un procede caracterise en ce 
que ladite cellule est une cellule eucaryote, de preference une cellule 
de mammifere, et de maniere preferee une cellule humaine. 

Enfin, I'invention conceme les cellules transfectees par le conjugue 
selon I'invention ; la cellule etant de preference une cellule eucaryote, 

20 plus particulierement de mammifere, et de maniere preferee humaine. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
seront mieux mis en evidence a la lecture des exemples suivants. 
Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 

25 

Figure N°l : Production d'interleukine 2 murine par des lignees 
RCC antifectees par le conjugue G250/BZQ/I12 (G250=DNA) en 
presence ou non d'exotoxine A. 

Figure N°2 : Production d'interleukine 2 murine par des lignees 
30 RCC antifectees par les conjugues G250- 
Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 (G250AvPL) et (G250+ExoT)- 
Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 (G250AvPLTox) ; controle negatif: 
avidine/BZQ/PL/I12 (AvPL). 
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Figure 3 : Expression de la molecule CD4 a la surface de cellules 
de cancer de rein humain apres antifection in vitro {^/o de cellules 
positives) 

5 

Figure 4 : Mesure de la secretion d'IL-2 de souris 1 1 jours apres 
antifection de cellules de cancer de rein humain in vitro 

Figure 5 : Induction de la mort de cellules de rein humain apres 
1 0 antifection in tntro par TADNc de Bax humain. 

Figure 6 : Mesure du volume de tumeurs obtenues aux jours J=7 
et J=19 apres la greffe tumorale apres antifection in vivo de TADNc 
de Bax murin avec une injection (30 ng d'ADN) au jour J=7. 

15 

Figure 7 : Infiltration de tumeurs par des cellules CD 16+ apres 
antifection de TADNc de Bax murin 

20 EXBMPLBS 

EXEMPLE 1 : MATERIELS ET METHODES (voir Durrbach et at. 
The antibody-mediated endocytosis of G250 tumor- associated 
antigen allows targeted gene transfer to human renal-cell- 
25 carcinoma in vitro, Cancer Gene Therapy, Sous Presse) 

1.1. Cellules 

Les lignees cellulaires de carcinome renal utilisees sont : 
IGR/RCC-17 (HIEG), IGR/RCC-40 (ROB), IGR/RCC-47 (FRAP), 
30 IGR/RCC-58 (MOJ) qui derivent de trois tumeurs primaires (-17, - 
40 et -47) et d'une metastase surrenale (-58), de quatre patients 
atteints de RCC au stade metastatique. Selon les criteres 



wo 00/67697 




PCT/FRO0/OI259 



19 



histologiques, le RCC-17, -40 et -58 correspondent a des 
carcinomes a cellules claires et le RCC-47 a une forme particuliere 
de carcinome a cellules claires avec des foci papillaires typiques 
hautement tumorigeniques chez la souris SCID (Angevin et al 
5 (1997) Proc. Am. Asso. Cancer Res. 38 : 238 ; Goulkhova et al 
(1998) Genes Chrom. Cancer 22 : 17 1-178). L'etablissement de la 
culture in vitro ainsi que la caracterisation des lignees cellulaires 
de RCC ont ete realisees comme precedemment decrit (Angevin et 
al (1997 Int. J. Cancer 72 :434-440). Les cellules sont cultivees a 

10 37°C dans une atmosphere comportant 5% de CO2 dans du milieu 
MEM modifie par Dulbecco avec du Glutamax-1 (Gibco BRL, 
Paisley, Scotland) supplemente avec 10% de serum de veau fetal 
(Seromed, Berlin, Allemagne), 5% d'acides amines non-essentiels, 
10 mM de p3a-uvate de sodium (Gibco BRL) et un melange de 

15 penicilline/streptomycine (lOmg/ml) (Seromed). 

1.2. Immunophenotypage de Tantigene G250 

L'expression de I'antigene G250 associe aux tumeurs RCC a ete 
directement testee par immunomarquage indirect en utilisant 

20 ranticorps monoclonal IgGl G250 (mAb G250) de souris 
precedemment decrit (Oosterwijk et al, 1986, Int. J. Cancer. 
38:489-494). Une suspension de 5.10^ cellules, obtenues par 
trypsination, a ete lavee deux fois dans du milieu de culture des 
RCC ; les cellules sont ensuite incubees avec le mAb G250, lavees 

25 3 fois dans du PBS (Phosphate-buffered saline), puis incubees 
avec un fragment F(ab')2 d'anticorps IgG de chevre anti-souris 
marque au FITC. L'anticorps monoclonal NKTA ayant le meme 
isotype (IgGl dirige centre un determinant clonotypique du 
TCRa/p)(fourni gracieusement par le Docteur Thierry Hercend, 

30 France) a ete utilise comme controle negatif. La cytometric de flux 
a ete realisee avec un C3?tometre FACScan (Becton-Dickinson, 
Sunnyvale, CA, USA) utilisant le logiciel Cellquest. 
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1.3. Experiences d'endocytose 

L'anticorps G250 et I'apo-transferrine humaine chargee en fer 
(Sigma, St-Louis, MO, USA) ont ete couples respectivement avec 
de la fluoresceine isothiocyanate (Sigma) et avec du chlorure de 
5 sulfonyl Rhodamine B lissamine tel decrit precedemment 
(Maxfield et al., 1978, Cell 14 :805-810 ; Brandzaeg, 1973, Scan. 
J. Immunol. 2 : 273-290). Les proteines conjuguees sont separees 
des fluorochromes libres par gel filtration sur une colonne de 
Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, Sweden). La liaison 

10 specifique des proteines couplees avec les recepteurs cellulaires 
de surface a ete determinee par des experiences de competition 
utilisant une concentration 100 fois superieure de proteines non- 
couplees. L'ADN plasmidique BMGneo-mIL2 contenant le cDNA de 
I'interleukine 2 de souris (IL-2) sous le controle du promoteur 

15 inductible du gene de la metallothioneine (Karasuyama et 
Melchers, 1988, Eur. J. Immunol. 18 : 97-104) (1 mg/ml) est 
incube (vol/ vol) avec EZ-link-Biotin-LC-ASA reconstitue dans 
Tethanol (2 mg/ml) (Pierce, Rockford, IL, USA) et expose pendant 
15 min aux UV (365 nm) a 4°C. L'ADN plasmidique est ensuite 

20 precipite a I'ethanol (concentration finale 70%) pendant 30 min a - 
20°C. L'efficacite du marquage est determinee par un test ELISA 
sur des microplaques couvertes de poly-L-lysine en utilisant de la 
phosphatase-alkaline conjuguee a de la streptavidine. 
Pour tester I'endocytose, les cellules cultivees deux jours sur des 

25 lamelles sont lavees trois fois avec du RPMI-1640 (Gibco BRL) 
contenant 1 mg/ml de serum albumine bovine (BSA), puis sont 
incubees deux fois 15 min dans du RPMI-1640 contenant 1 
mg/ml de BSA a 37°C avec ou sans C3^ochalasine D (5 DM) 
(Sigma). Les cellules sont ensuite incubees une heure a 4°C avec 

30 de la transferrine conjuguee a la rhodamine (50 nM) et de 
l'anticorps monoclonal G250 marque au FITC dans du RPMI-1640 
contenant 1 mg/ml de BSA avec ou sans cytochalasine D (5 DM) 
puis transferees a 37°C pendant des temps variables avec de la 
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transferrine-Rhodamine seulement (pulse) ou avec le mAb G250 
marque au FITC, Les cellules sont lavees trois fois avec du PBS 
froid, fixees 20 min avec une solution de paraformaldehyde 4%, 
glutaraldehyde 0.025% dans du PBS a 4°C et preparees pour 
5 I'analyse en epifluorescence. Pour analyser la distribution du 
conjugue mAb G250-plasmide par double marquage, les cellules 
ont ete incubees en permanence comme decrit ci-dessus soit avec 
du mAb G250 marque au FITC conjugue avec de TADN 
piasmidique biotinyle ou soit avec un melange de mAb G250 
10 marque au FITC et de TADN piasmidique biotinyle, comme 
controle. 

Apres fixation, les cellules sont lavees deux fois dans du 
PBS, incubees 10 min avec 0,1% de borohydrate de sodium dans 
du PBS (ICN, Costa Mesa, CA, USA) et puis 10 min avec du 

15 chlorure d'ammonium (50 mM dans du PBS) (Sigma). Selon les 
conditions experimentales, les cellules sont soit directement 
analysees par immunofluorescence pour detecter le mAb G250 
marque au FITC ou soit permeabilisees avec du PBS contenant 
0,05% de saponine ou 0,1% de Triton XlOO (ICN) puis marquees 

20 avec de la streptavidine conjuguee au Texas-red (20 mg/ml) 
(Pierce). Les filaments d'actine sont marques avec de la 
phalloidine-rhodamine selon les recommandations du fabricant 
(Sigma). 

Les cellules sont ensuite visualisees avec un microscope Axiophot 
25 (Zeiss, Oberkochen, Germany). 

1.4. Antifectiou et analyse de I'expression heterologue 

Pour la transfection, 3.10^ cellules de RCC fraichement trypsinees 
sont incubees pendant 30 min a 4'*C avec des concentrations 
30 differentes de conjugues mAb-ADN selon Tinvention dans 1 ml de 
RPMI-1640 sans serum. Les cellules sont ensuite incubees 
pendant 4 heures a 37"" C dans 1 ml de RPMI-1640 sans-serum 
contenant 4.10^ M de chloroquine (Sigma) et finalement 
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resuspendues dans 2 ml de DMEM supplemente avec du 
glutamax-1 (Gibco BRL) et 10% de serum de veau fetal. Dans des 
experiences separees, les cellules de RCC sont incubees avec 
TADNc dlL-2 de souris conjugue au mAb G250 en presence de 
5 cytochalasine D pendant 1 heure a 4°C et 4 heures a 37''C, Les 
conjugues toujours lies a la surface cellulaire ont ete decroches 
avec une solution de RPMI-1640 pH2,2 contenant de la glycine 
0,1M pendant 2 min a 4°C. Deux volumes de RPMM640 pH 9,0 
sont ensuite ajoutes pendant 3 min et les cellules sont incubees 

10 dans un milieu de culture normal. Pour determiner la production 
d'interleukine 2 murine, 100 lal de sumageants de culture de 
cellules ont ete preleves a des jours differents apres la 
transfection. La production de cytokine dans le milieu a ete 
determinee en utilisant le kit ELISA DuoSeT specifique de riL-2 de 

15 souris (Ref. 80-3573-00) (seuil de detection de 15 pg/ml) 
(Genzyme Diagnostics, Cambridge, MA, USA) 

EXEMPLE 2 : Conjugues G250/BZQ/I12 et 

20 G250/BZQ/I12+ExoT 

2.1- Preparation du conjugue G250/BZQ/I12 

Le conjugue G250/BZQ/I12 est prepare par couplage entre 
Tanticorps monoclonal G250 et un plasmide codant pour 

25 rinterleukine 2 murine (mIl-2) au moyen de la benzoquinone 
(BZQ) selon la methode de couplage precedemment decrite par 
Poncet et al (1996, Gene Therapy 3 : 731-738). 
La BZQ dissoute dans de Tethanol absolu a une concentration de 
30 mg/ml est ajoutee a une solution d'anticorps monoclonal 

30 purifie en solution dans du PBS a une concentration d'au moins 2 
mg/ml pour donner une solution fmale contenant 3 mg/ml de 
BZQ. 1/10 du volume final est ensuite ajoute sous la forme de 
tampon de phosphate de potassium IM pH 6.0. Apres 90 min. a 
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temperature ambiante, dans Tobscurite, Tanticorps monoclonal 
active est separe de I'exces de BZQ par chromatographic sur une 
colonne G25M (Pharmacia) presaturee en 1% BSA dans du NaCl 
0,15M, collecte puis melange avec TADN plasmidique purifie (10 
5 fois la quantite d'anticorps). La solution est melangee avec 0.1 M 
de tampon carbonate pH 8,7 et incubee 48 heures a 4°C. Le 
conjugue mAb-ADN est concentre par filtration sur gel sur une 
colonne FPLC Superose 6HR (Pharmacia) pour eliminer les exces 
d'anticorps libre susceptibles d'entrer en competition avec le 
10 conjugue ADN-anticorps. Les fractions coUectees sont dialysees 
centre du PBS et concentrees en utilisant une cartouche 
Centricon 10 (Amicon, MA, USA). Les quantites de conjugues 
solubles purifies sont exprimees comme la quantite d'ADN 
plasmidique initialement utilisee dans la reaction. 

15 

2.2. Antifection de lignees RCC avec les conjugues 
G250/BZQ/I12 et G250/BZQ/I12+ExoT 

Nous avons compare la mesure dll-2 apres transfert de ce 
conjugue dans des lignees RCC apres addition ou non d'exotoxine 
20 A (ExoT) de Pseudomonas Aeruginosa dans le milieu de culture. 
L'exotoxine A commercialisee par Sigma est ajoutee au conjugue 
G250/BZQ/I12. 

Les conjugues G250/BZQ/I12 et G2 50 /BZQ/ 112+ ExoT sont mis en 
contact avec 10^ cellules de lignees RCC en culture dans un 

25 milieu depourvu en serum pendant 4 heures a 37°C selon le 
protocole prealablement decrit. Les cellules sont remises en 
culture en milieu normal apres lavages. La production dll-2 est 
mesuree 10 jours plus tard en utilisant le kit ELISA DuoSeT (Ref. 
80-3573-00, Genzyme Diagnostics). 

30 Les cellules antifectees avec le conjugue G2 50 /BZQ/ 112+ ExoT 
produisent environ 3 fois plus dll-2 murine (371 pg/10^ cellules) 
que les cellules antifectees par le conjugue G250/BZQ/I12 (165 
pg/10*^ cellules) (Figure N°l). 
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EXEMPLE 3 : Conjugues G250-Biotinyle/avidiiie /BZQ/PL/I12 
et (G250+ExoT)-Biotinyle/ avidine/ BZQ / PL/ 112 

5 

3.1. Preparation des conjugues 

Le corps central des conjugues G250- 

Biotinyle / avidine / BZQ / PL/ 112 et (G2 50+ExoT) - 

Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 se compose d'une molecule 

10 tetravalente d'avidine (Av) qui est dans un premier temps activee 
par la benzoquinone selon le protocole precedemment decrit. 
L'avidine activee lie les molecules de poly-L-lysine qui sont des 
molecules tres affmes pour I'ADN. Le complexe Avidine /BZQ /PL 
est mis en contact avec le plasmide codant Tinterleukine 2 de 

15 souris (11-2). Le complexe est ensuite associe a Tanticorps 
monoclonal G250 et/ou a Texotoxine A (ExoT) tous deux 
prealablement biotinyles. 

3.2. Antifection de lignees RCC avec les conjugues G250- 
20 Biotinyle/ avidine /BZQ /PL/ 112 et (G250+ExoT)-Biotinyle/ 

avidine/BZQ/PL/I12 

Les differents complexes sont mis en contact avec 10^ cellules de 
lignees RCC en culture dans un milieu depourvu en serum 
pendant 4 heures a 37°C selon le protocole prealablement decrit. 
25 Les cellules sont remises en culture en milieu normal apres 
lavages. La production d*Il-2 est mesuree 10 jours plus tard en 
utilisant le kit ELISA DuoSeT (Ref. 80-3573-00, Genzyme 
Diagnostics). 

Les resultats sont presentes dans la figure N°2. Dans Texperience 
30 controle dans laquelle Tanticorps monoclonal G250 a ete omis, 
une certaine production de mIl-2 est mesuree (127 pg/10^ 
cellules, AvPL) due certainement a I'accrochage non specifique des 
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molecules de poly-L-lysine et/ou d'avidine a la surface des 
cellules. L'addition de mAb G250 au complexe 
avidine/BZQ/PL/I12 augmente de 2 fois la production 
d'interleukine 2 murine (261 pg/10^ cellules au lieu de 127 
5 pg/10^ cellules); la presence supplementaire d^exotoxine A (ExoT) 
permet d'augmenter de 10 fois la production de mIl-2 (1347 
pg/lO^ cellules) (Figure N°2). 

EXEMPLE 4 : Conjugue G250-biotinyle/iieutxavidiiie/liistone HI 
10 biotinyle/ peptide fusiogene de I'liemaglutinine Inftuenzae (HA) 
biotinyle/CD4 

Les differents complexes tels que mentionnes sur les figures sont mis 
en contact avec des RCC, comme decrit dans Texemple 3, section 3.2. 

15 

La figure 3 represente Tanalyse en cytometric en flux des cellules RCC 
humaines portant I'Ag G250, coUectees 7 jours apres antifection de 
TADNc codant pour la molecule de CD4 humain et marquees par un 
AcM anti-CD4 humain. Environ 20% des cellules expriment de la sorte 
20 cette molecule. Le vecteur utilise comprenait la totalite des molecules, 
G250,Hl,HA,ADNc. La sequence du peptide HA utilise est la suivante : 
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGGGCGSGSYTDIEMNRLGKG. 

EXEMPLE 5 : Conjugue G250-biotinyle/neutravidiiie/liistone HI 
25 biotinyle/ 112 et Conjugue G250 biotinyle/ neutravidine/liistone HI 
biotinyle/ peptide fusogene HA biotinyle/ 112 

La figure 4 represente le resultat d'une antifection de cellules RCC 
humaines portant TAg G250, coUectees 11 jours apres antifection de 
30 TADNc codant pour rinterleukine-2 de souris. La quantite dlL-2 
secretee par les RCC mises en contact avec TADNc seal ou couple a la 
neutravidine est de 80 pg/106 cellules, 1200 pg/106 cellules pour les 
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RCC mises en contact avec un conjugue comprenant G250/Hl/ADNc 
et 3100 pg/106 cellules pour les RCC mises en contact avec un 
conjugue comprenant G250/Hl/HA/ADNc. 

5 EXEMPLB 6 : G250 biotinyle/neutravidine/histone HI 
biotinyle / BAX et G250 biotinyle/ neutravidine/ histone H 1 
biotinyle/ peptide fusogene HA biotinyle /BAX 

La figure 5 represente le resultat d'une antifection de cellules RCC 
10 humaines portant TAg G250, collectees 11 jours apres antifection de 
TADNc codant pour la molecule pro-apoptotique Bax humaine. La mort 
cellulaLre a ete appreciee par coloration au bleu de Tiypan. L'ADNc 
controle utilise correspond au gene de la green fluorescent protein 
(GFP). On peut noter une augmentation importante de la perte de 
15 viabilite liee a Taccrochage de TAcM G250 « Vecteur BAX sans HA », 
accrue par Taccrochage du peptide fusiogene de HA « Vecteur BAX avec 
HA ». 

EXEMPLE 7 : Antifection in vivo avec le conjugue 5C5 
20 biotinyle / neutravidine/ histone H 1 biotinyle/ peptide fusogene HA 
biotinyle/ BAX murin 

7.1. Protocole 

Differents conjugues sont prepares a partir de : 
25 - 10 pg d'anticorps 5C5 

30 pg d'ADN BAX murin 
15 pg d'histone HI 
0.5 pg de peptide HA 
4 pg de neutravidine. 
30 Neuf souris nude irradiees servant de controle, ont regu une greffe de 
tumeur RCC en sous-cutanee au jour J = 0. Ces souris greffees n'ont 
pas de conjugue. 
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Dix souris nude irradiees ont regu une greffe de tumeur RCC en sous- 
cutanee au jour J = 0 puis au jour J = 7, elles ont regu par voie 
intraveineuse le conjugue neutravidine-/HA/hl/Bax en une seule 
injection. 

5 Dix souris nude irradiees ont regu une greffe de tumeur RCC en sous- 
cutanee au jour J = 0 puis au jour J = 7, elles ont regu par voie 
intraveineuse le conjugue 5C5/neutravidine/HA/Hl/Bax en une seule 
injection. 

La taille des tumeurs a ensuite ete evaluee au jour J5, J8, J 12 et 
10 J 19 apres Tinjection les souris ont ete sacrifiees au jour J 19. 

7«2. Resnltats 

Une diminution de la croissance tumorale inferieure a celle notee dans 
les groupes controles est observee chez 6 souris sur 10 recevant le 
15 complexe entier et 1 sur 10 dans le groupe traite avec le complexe sans 
anticorps, et ce a jour 19 apres la premiere injection (figure N°6). 

De fagon interessante, le marquage retrouvee dans les tumeurs 
antifectees avec Bax, a Taide d'un AcM fluorescent dirige centre la 
20 molecule CD 16 de souris presente sur des cellules de type natural 
killer (cellules NK), macrophages, granulocytes indique clairement la 
possibilite de recruter des cellules effectrices pouvant participer 
pleinement a la reponse anti-tumorale (figure N°7). 
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REVENDICATIONS 

5 1. Conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique dans 
une cellule caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'acide 
nucleique, un domaine de translocation et un anticorps specifique 
d'un antigene de surface de ladite cellule, tel que ladite molecule 
d'acide nucleique, ledit domaine de translocation et ledit anticorps 
10 sont conjugues au moyen d'au moins un agent de pontage, et tel 
que ledit conjugue est transfecte efficacement dans ladite cellule. 

2. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend 
en outre un peptide clivable par au moins une enzyme glycolytique 

15 et/ou proteolytique, ledit anticorps etant lie audit domaine de 
translocation via ledit peptide clivable. 

3. Conjugue selon la revendication 2 caracterise en ce que ledit 
anticorps et ledit peptide clivable sont lies de maniere covalente via 

20 un agent de pontage selectionne de preference dans le groupe 
compose de la benzoquinone, de I'EDC, de TAPDP. 

4. Conjugue selon la revendication 2 caracterise en ce que ledit 
anticorps et ledit peptide clivable sont lies a une molecule de type 

25 avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique ou 
different et qui est selectionne de preference dans le groupe 
compose de la biotine, la benzoquinone, de TEDC, de TAPDR 

5. Conjugue selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce que ledit 
30 domaine de translocation est lie audit peptide clivable par une 

liaison chimique covalente. 



wo 00/67697 




PCT/FROO/01259 



31 



6. Conjugue selon la revendication 5 caracterise en ce que ledit 
domaine de translocation est lie a une molecule d'acide nucleique 
au moyen d'un agent de pontage. 

5 7. Conjugue selon la revendication 6 caracterise en ce que ledit agent 
de pontage est I'APDP. 

8. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 6 et 7 
caracterise en ce que ledit anticorps est lie audit peptide clivable 

10 par une liaison covalente au moyen dudit agent de pontage EDO, 
ledit peptide clivable etant lie audit domaine de translocation par 
une liaison covalente au moyen d'une liaison chimique, ledit 
domaine de translocation etant lie audit acide nucleique par une 
liaison covalente au moyen dudit agent de pontage APDP, 

15 

9. Conjugue selon la revendication 5 caracterise en ce que la liaison 
entre ledit domaine de translocation et ladite molecule d'acide 
nucleique est realisee au moyen d'une molecule de liaison aux 
acides nucleiques, ladite molecules de liaison aux acides nucleiques 

20 etant liee audit domaine de translocation par une liaison covalente 
au moyen d'un agent de pontage. 

10. Conjugue selon la revendication 9 caracterise en ce que ledit 
agent de pontage est I'APDP. 

25 

11. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 9 et 10 
caracterise en ce que ledit anticorps est lie audit peptide clivable 
par une liaison covalente au moyen dudit agent de pontage EDC, 
ledit peptide clivable etant lie audit domaine de translocation par 

30 une liaison covalente au moyen d'une liaison chimique, ledit 
domaine de translocation etant lie a ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques par une liaison covalente au moyen dudit agent 
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de pontage APDP, ladite molecule de liaison aux acides nucleiques 
liant ledit acide nucleique par une liaison non-covalente. 

12. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
5 comprend en outre une molecule de liaison aux acides nucleiques, 

tel que ledit domaine de translocation, ledit anticorps et ladite 
molecule de liaison aux acides nucleiques sont lies a une molecule 
de type avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre 
identique ou different, ladite molecule de liaison aux acides 
10 nucleiques liant ladite molecule d'acide nucleique. 

13. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une molecule de liaison aux acides nucleiques et 
un peptide clivable par au moins une enzyme glycolytique et/ou 

15 proteolytique, tel que ledit domaine de translocation, ledit anticorps 
et ledit peptide clivable sont lies a une molecule de type avidine au 
moyen d*un agent de pontage qui peut etre identique ou different, 
ladite molecule de liaison aux acides nucleiques etant liee a ladite 
molecule d'acide nucleique, ladite molecule de liaison aux acides 

20 nucleiques etant liee audit peptide clivable et a ladite molecule 
d'acide nucleique. 

14. Conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique 
dans une cellule caracterise en ce qull comprend une molecule 

25 d'acide nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface 
de cellule et une molecule de liaison aux acides nucleiques tel que 
ledit conjugue est transfecte efficacement dans ladite cellule. 

15. Conjugue selon la revendication 14 caracterise en ce qu'il 
30 comprend en outre un peptide clivable par au moins une enzyme 

glycolytique et/ou proteolytique, ledit anticorps etant lie a ladite 
molecule de liaison aux acides nucleiques via ledit peptide clivable. 
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16. Conjugue selon la revendication 15 caracterise en ce que ledit 
anticorps et ledit peptide clivable sont lies de maniere covalente via 
un agent de pontage selectionne de preference dans le groupe 
compose de la benzoquinone, de I'EDC, de TAPOP. 

5 

17. Conjugue selon la revendication 15 caracterise en ce que ledit 
anticorps et ledit peptide clivable sont lies a une molecule de type 
avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique ou 
different selectionne de preference dans le groupe compose de la 

10 biotine, la benzoquinone, de I'EDC, de I'APDP. 

18. Conjugue selon la revendication 16 ou 17 caracterise en ce que 
ledit peptide clivable est lie a ladite molecule de liaison aux acides 
nucleiques au moyen d'un agent de pontage, ladite molecule de 

15 liaison aux acides nucleiques liant ledit acide nucleique par une 
liaison non -covalente. 

19. Conjugue selon la revendication 18 caracterise en ce que ledit 
agent de pontage est I'APDP. 

20 

20. Conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique 
dans une cellule caracterise en ce qu'il comprend une molecule 
d'acide nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface 
de cellule et un peptide clivable par au moins une enzyme 

25 glycolytique et/ou proteolytique tel que ledit conjugue est transfecte 
efficacement dans ladite cellule. 

21. Conjugue selon la revendication 20 caracterise en ce que ledit 
anticorps et ledit peptide clivable sont lies de maniere covalente via 

30 un agent de pontage selectionne de preference dans le groupe 
compose de la benzoquinone, de I'EDC, de I'APDP. 
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22. Conjugue selon la revendication 20 caracterise en ce que ledit 
anticorps et ledit peptide clivable sont lies a une molecule de type 
avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique ou 
different selectionne de preference dans le groupe compose de la 

5 biotine, la benzoquinone, de I'EDC, de FAPDP, 

23. Conjugue selon la revendication 21 ou 22 caracterise en ce que 
ledit peptide clivable est lie audit acide nucleique par une liaison 
covalente au moyen d'un agent de pontage. 

10 

24. Conjugue selon la revendication 21 ou 22 caracterise en ce que 
la liaison entre ledit peptide clivable et ladite molecule d'acide 
nucleique est realisee au moyen d'une molecule de liaison aux 
acides nucleiques, ladite molecule de liaison aux acides nucleiques 

1 5 etant liee audit peptide clivable par une liaison covalente au moyen 
d'un agent de pontage. 

25. Conjugue selon les revendications 23 et 24 caracterise en ce que 
ledit agent de pontage est TAPDP. 

20 

26. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 20 a 25 
caracterisee en ce que ledit conjugue comprend en outre un 
domaine de translocation. 

25 27. Conjugue selon la revendication 26 caracterise en ce que ledit 
domaine de translocation est lie de maniere covalente au moyen 
d'un agent de pontage a ladite molecule d 'acide nucleique et/ou a 
ladite molecule de liaison aux acides nucleiques . 

30 28. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1, 6, 8, 13, 
14, 17 et 22 caracterise en ce que ledit agent de pontage est 
selectionne dans le groupe compose de la benzoquinone, de la 
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biotine, des carbodiimides, des agents pontants presentant au 
moins un groupement phenylazide reagissant aux ultra-violets (UV). 

29. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce que ledit 
5 agent de pontage est selectionne dans le groupe compose de la 

benzoquinone, de la biotine, de TEDC, rAPDP, 

30. Conjugue selon la revendication 12 caracterise en ce que Tagent 
de pontage qui lie ledit domaine de translocation et ledit anticorps a 

10 la molecule de type avidine est la biotine et, I'agent de pontage qui 
lie ladite molecule de liaison aux acides nucleiques a la molecule de 
type avidine est la benzoquinone. 

31. Conjugue selon la revendication 13 caracterise en ce que I'agent 
15 de pontage qui lie ledit domaine de translocation et ledit anticorps a 

la molecule de type avidine est la biotine et, Tagent de pontage qui 
lie ledit peptide clivable a la molecule de type avidine est la 
benzoquinone. 

20 32. Conjugue selon la revendication 12 caracterise en ce que Tagent 
de pontage qui lie ledit domaine de translocation, ledit anticorps et 
ladite molecule de liaison aux acides nucleiques est la biotine. 

33. Conjugue selon la revendication 13 caracterise en ce que I'agent 
25 de pontage qui lie ledit domaine de translocation, ledit anticorps et 

ledit peptide clivable est la biotine. 

34. Conjugue selon la revendication 17 caracterise en ce que I'agent 
de pontage qui lie ledit anticorps a la molecule de type avidine est la 

30 biotine, et I'agent de pontage qui lie ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques a la molecule de type avidine est la benzoquinone. 
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35. Conjugue selon la revendication 17 caracterise en ce que ledit 
agent de pontage est la biotine. 

36. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 35 
5 caracterise en ce que ladite molecule d'acide nucleique est choisie 

parmi TADN simple brin, TADN double brin, TARN simple brin, 
TARN double brin, lliybride ARN/ADN. 

37. Conjugue selon la revendication 36 caracterise en ce que ladite 
10 molecule d'acide nucleique est de TADN double brin ou de TARN 

simple brin qui code pour un produit proteique d'interet qui 
s'exprime efficacement dans ladite cellule. 

38. Conjugue selon la revendication 35 caracterise en ce que ledit 
15 produit proteique d'interet est choisi dans un groupe compose des 

cytokines, des lymphokines, des chemokines, des facteurs de 
croissance, des genes tueurs, des genes qui permettent de lever la 
chimioresistance, des enzymes de restriction. 

20 39. Conjugue selon la revendication 38 caracterise en ce que le 
produit proteique d'interet est la proteine Bax. 

40. Conjugue selon la revendication 36 caracterisee en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique est un ARN antisens. 

25 

41. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, 12 a 
19, 24, 30, 32, 34 caracterise en ce que la molecule de liaison aux 
acides nucleiques lie ladite molecule d'acide nucleique par une 
liaison non-covalente. 

30 

42. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, 12 a 
19, 24, 30, 32, 34, 41 caracterise en ce que la molecule de liaison 
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aux acides nucleiques est un polymere polycationique ou une 
proteine de liaison aux acides nucleiques. 

43. Conjugue selon la revendication 42 caracterise en ce que ledit 
5 polymere polycationique est choisi parmi la poly- L-ly sine, la poly-D- 

lysine, le polyethylenimine, la polyamidoamine, la polyannine, et les 
polycations libres. 

44. Conjugue selon la revendication 43 caracterise en ce que ledit 
10 polymere polycationique est la poly-L-lysine. 

45. Conjugue selon la revendication 42 caracterise en ce que ladite 
proteine de liaison aux acides nucleiques est choisie parmi les 
histones, la protamine, Tornithine, la putrescine, la spermidine, la 

15 spermine, les facteurs de transcription, les proteines homeobox. 

46. Conjugue selon la revendication 45 caracterise en ce que ladite 
proteine de liaison aux acides nucleiques est selectionnee dans le 
groupe compose de la protamine et des histones. 

20 

47. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 et 
26, 27, 30 a 33 caracterise en ce que ledit domaine de translocation 
derive d'une toxine virale sans contenir la partie de la toxine qui lui 
confere son effet toxique. 

25 

48. Conjugue selon la revendication 47 caracterise en ce que ledit 
domaine de translocation est un fragment de lliemagglutinine 
d 'Haemophilus A. 

30 49. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 48 
caracterise en ce que ledit anticorps est un anticorps monoclonal ou 
un anticorps polyclonal. 
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50. Conjugue selon la revendication 49 caracterise en ce que ledit 
anticorps est specifique d'un antigene de surface membranaire. 

51. Conjugue selon la revendication 50 caracterise en ce que ledit 
5 antigene est Tantigene G250. 

52. Conjugue selon la revendication 50 caracterise en ce que ledit 
anticorps est Tanticorps monoclonal 5C5 obtenu par ITiybdridome 
5C5 depose a la CNCM sous le N° 1-2184. 

10 

53. Conjugue selon Tune quelconque des revendication s 1 a 52 a 
titre de medicament. 

54. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 52 a 
15 titre de medicament pour la therapie genique. 

55. Conjugue selon les revendications 53 et 54 a titre de 
medicament pour le traitement des maladies genetiques acquises ou 
constitutionnelles. 

20 

56. Conjugue selon la revendication 55 a titre de medicament pour 
le traitement des maladies genetiques acquises choisies parmi les 
cancers et les maladies infectieuses. 

25 57. Conjugue selon la revendication 56 a titre de medicament pour 
le traitement du carcinome des cellules renales (RCC). 

58. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 52 a 
titre de medicament destine au transfert d'une molecule d'acide 
30 nucleique dans une cellule caracterise en ce que ladite cellule est 
mise en contact avec ledit conjugue de fagon a transfecter ladite 
cellule avec ledit conjugue. 
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59. Conjugue selon la revendication 58 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique code pour un produit proteique d'interet 
qui s'exprime efficacement dans ladite cellule transfectee. 

5 60. Conjugue selon la revendication 58 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique se maintient sous la forme d'un replicon 
extrachromosomique dans ladite cellule. 

61. Conjugue selon la revendication 58 caracterise en ce que ladite 
10 molecule d'acide nucleique s'integre dans I'ADN genomique et/ou 

mitochondrial de ladite cellule transfectee. 

62. Conjugue selon les revendications 58 a 51 caracterise en ce que 
ladite cellule est une cellule eucaryote, 

15 

63. Composition pharmaceutique notamment pour le traitement des 
maladies par therapie genique qui comprend une quantite 
therapeutiquement efficace d'un conjugue selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 52 et un vehicule pharmaceutiquement 

20 acceptable. 
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Production de m!L2 apres antifection 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Expression de la molecule CD4 a la surface de cellules de cancer de 
_ rein humain apres antifection in vitro (% de cellules positives) 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Mesure de la secretion d'IL-2 de souris 11 jours apres antifection de 
cellules de cancer de rein humain in vitro 
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PEUILLE DE REMPUVCEMENT (REGLE 26) 
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L*ADNc de Bax humain induit la mort de 
cellules de cancer 
de rein humain apres une antifection in vitro 
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JP 


9511916 T 


02-12-1997 








NZ 


295673 A 


29-03-1999 


HO 9521195 


A 




AU 


695564 B 


13-08-1998 








AU 


1868795 A 


21-08-1995 








CN 


1143374 A 


19-02-1997 








EP 


0743958 A 


27-11-1996 








FI 


963103 A 


01-10-1996 








OP 


9508792 T 


09-09-1997 








NO 


963283 A 


06-08-1996 


us 5428132 


A 


27-06-1995 


AUCUN 






WO 9802564 


A 


22-01-1998 


AU 


3332097 A 


09-02-1998 


US 5166320 


A 


24-11-1992 


US 


5635383 A 


03-06-1997 








US 


5874297 A 


23-02-1999 








JP 


2731844 B 


25-03-1998 








JP 


63269985 A 


08-11-1988 


WO 8808854 


A 


17-11-1988 


EP 


0366707 A 


09-05-1990 



WO 9404696 



03-03-1994 



AU 


674026 B 


05-12-1996 


AU 


5088593 A 


15-03-1994 


CA 


2143308 A 


03-03-1994 


EP 


0658210 A 


21-06-1995 


FI 


950866 A 


24-04-1995 


JP 


8504565 T 


21-05-1996 


NO 


950726 A 


18-04-1995 


NZ 


255870 A 


25-09-1996 


ZA 


9306189 A 


10-01-1995 



Pour tout renaelgnementoonoemantcette annexe : voir Journal Offldel de rOfRce europ^n dea txevets, N0.12/B2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01259 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA DEMANDE . 

CIB 7 C12N15787 A61K48/00 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou A la fois selon la classification nationale et la CIS 

B. POMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation mininrtale consults (syst6me de ctassfftcatlon suivl des symboles de dassement) 

CIB 7 A61K 



Documentation consult6e autre que la documentation minimaJe dans la nrtesure ou oes documents reinvent des domaines sur lesquels a port6 la recherche 



Base de donnas 6lectronique consultde au oours de la recherche Internationale (nom de la base de donn^es. et si realisable, tennes de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal , BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^gorle * 



Identification des documents cit^, avec, le cas 6ch6ant. Tindtcation des passages pertinents 



no. des revendications vis^es 



Jjg_96 _13599J>A (WELS WINFRIED ;FOMINAYA 
JESUS (CH)) 9 mai 1996 (1996-05-09) 
cite dans la demande 



page 2, aUnea 1 -page 6, allnea 1 



page 7, allnea 2 
page 10, allneas 1,2 
page 20, a11neas 1,2 



1,12,14, 
28-30, 
32,36, 
37, 

40-42, 
45. 

47-50, 

53-56, 

58-63 

2-11,13, 

15-19, 

26,27, 

31, 

33-35, 
38,39, 
51,52,57 



-/-- 



I y I Voir la suite du cadre C pour la fin de la Uste des docunr>ents 



ID 



Ijes documents de famiiies de brevets sont indiqu^s en annexe 



** Categories sp^iales de documents cit6s: 

*A' document d^finissant T^tat g6n6ra] de la technique, non 
consid6r6 comme particul'i^rement pertinent 

*E' document ant^rieur. mais public d la date de d^pdt international 
ou aprfes cette date 

'L* document pouvant Jeter un doute surune revendication de 
priority ou cit6 pour determiner la dale de publication d*une 
autre citation ou pour une raison spddale (teQe qu1ndiqu6e) 

'C document se r6f6rant & une divulgation orale. & un usage, h 
une exposition ou tous autres nK>yens 

'P' document public avant la date de d6pdt international, mais 
postdrieurement k la date de priority revendiqu6e 



"T* document utt6r1eur public apr^s la date de ddpdt international ou la 
date de priority et n'appartenenant pas & r^tat de la 
technique pertinent, mais ctt6 pour comprendre le principe 
ou ta thdorle constituant la base de rinvention 

*X' document particuli^rement pertinent; Tinven tion revencfiqude ne peut 
.etre oonsid^rto comme nouvelle ou comme impliquant une activlt6 
Inventive par rapport au document considdr^ tsol^ment 
document particuli6rement pertinent: rinven tion revendiqu^ 
ne peut etre consid6r6e comme impliquant une activity Inventive 
lorsque le document est assod^ ^ un ou plusieurs autres 
documents de m6me nature, cette comblnaison 6tant 6vidente 
pour une personne du metier 

*&* docunnent qui fait partie de la mdme famllte de brevets 



Date k laqueDe la recherche Internationale a 616 effectrvement achevde 

12 decembre 2000 


Date d*exp6dttion du present rapport de recherche Internationale 

27/12/2000 


Nom et adresse postale de radministralion chargde de la recherche Internationale 
Office Europ6en des Brevets, P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL-2280HVRijswiJlt 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorlsd 

S1tch, W 



Formulalre PCT/tSA/210 (deuxi6me feuiRoX Guillet t992) 



page 1 de 4 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



"C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01259 



Cat^orle ' IdenUflcaUon des documents clt^, avecle cas dch&mt, I'Indleatlondes passages pertinents 



no. des revemScations vis6es 



page 20, alinea 4 -page 21, alinea 1 



cell-sped fic 
chimeric 
non-viral gene 



FOMINAYA J ET AL: "Target 
DNA transfer mediated by a 
multl domain protein. Novel 
delivery system." 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, (1996 MAY 
3). 271 (18) J 0560-8. , 
O(P0p2133110 J 
cite dans Ta demande 

page 10560 



abrege 
page 10562; figure 1 



wo 94 13325 A (MICROPROBE CORP) ^yvoWtcuJL ^ 
23 ju1n 1994 (1994-06-23) _ 



page 4, ligne 19 -page 5, ligne 19 



page 7, ligne 17 -page 11, ligne 33 
page 25, ligne 6 -page 26, ligne 26 

CHAKRABARTI, M. ET AL: "Transfer of DNA 
into lymphoma cells by DNA-bound to TlOl- 
biotinylated -avidin- polylysine antibody 
complex. " 

JOURNAL OF NUCLEAR MEDICINE, (1996) VOL. 
37, NO. 5 SUPPL., PP. 62P. MEETING INFO.: 
43RD ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY OF 
NUCLEAR MEDICINE DENVER, COLORADO, USA 

juNE-s-ST-^-gae, 

CXP002133111 ,) 
abstract WoT" 237 

-/-- 



1,12,14, 
28-30, 
32,36, 
37, 

40-42, 
45, 

47-50, 

53-56, 

58-63 

2-11,13, 

15-19, 

26,27. 

31. 

33-35, 
38,39, 
51,52,57 



20-25, 

28,36, 

37,40, 

49,50. 

53-56. 

58-63 

2-11,13, 

15-19, 

26.27. 

31. 

33-35, 
38,39 



14.28, 
36,37, 
40-44, 
49,50, 
53-56, 
58-63 



Formulaire PCT/lSA/210 (suite de la dduxt&ma feUlle) (juittet 1992) 



page 2 de 4 



OJ 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01259 



C.(6Ulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie " Identification des documents ctt^s, avec.le cas ^chdant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications vis^es 



Y 



DATABASE MEDLINE 'en ligne! 

US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (NLM), 

BETHESDA, MD, US; 

GUY 0 ET AL: "Delivery of DNA Into 
mammalian cells by receptor-mediated 
endocytosis and gene therapy." 
retrieved from STN 
Database_.access1on no. 96031841 
XPq02133112^N 
"abrege 

& MOLECULAR BIOTECHNOLOGY, (1995 OUN) 3 
(3) 237-48. REF: 60, 



14,28, 
36.37, 
40-46, 
49,50, 
53-56, 
58-63 



:W0_88 08854- >A (OOSTERWIJK EGBERT ;WARNAAR 
SV'EN d (NL)) 17 novembre 1988 (1988-11-17) 
cite dans la demande 
page 2, allnea 1 -page 3, allnea 4 

WO 95 21195 ^A^fDONATO NICHOLAS J 
;RO"SENBL-UM MICHAEL G (US); RES DEV 
FOUNDATION (U) 10 aoQt 1995 (1995-08-10) 
page 3, ligne 26 -page 6, ligne 11 



evt^ 51,52,57 



wo 98 56425 A (DUNCAN RUTH ;SATCHI RONIT 
(GB); UNIV LONDON PHARMACY (GB)) 

17 decembre 1998 (1998-12-17) U.^Ku^JLnxX. 
page 3, ligne 36 -page 4, ligne 12 .'^^^^^^ 
page 7, ligne 17 -page 11, ligne 14 



WO 98 47538 A (WRASIDLO WOLFGANG ;LICHA 
KAI (DE); RIEFKE BJOERN (DE); DIAGNOSTIKF) 
29 octobre 1998 (1998-10-29) 
revendications 1,8 

DATABASE BIOSIS 'en ligne! 

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 

PHILADELPHIA, PA, US; 1995 

TRAUT ROBERT R ET AL: "Location and domain 

structure of Escherichia coll ribosomal 

protein L7/L12: Site specific cysteine 

cross-linking and attachment of 

fluorescent probes." 

Database accession no. PREV199698797154 

XPQP2155195^> 

abrege 

& BIOCHEMISTRY AND CELL BIOLOGY, 

vol. 73, no. 11-12, 1995, pages 949-958, 

ISSN: 0829-8211 

-/-- 



Fofmulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxt^e feuille) (Juillet 1982) 



page 3 de 4 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Intematfonale No 

PCT/FR 00/01259 



C^sutte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^orle ' Identification des documents ctt^s, avec,le cas ^h&ant, IMndicatlondes passages pertinents 



Lent ) 



DATABASE BIOSIS 'en Hgne! 
BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 
PHILADELPHIA, PA, US; 1990 
HUCKETT B ET AL: "EVIDENCE FOR TARGETED 
GENE TRANSFER BY RECEPTOR-MEDIATED 
ENDOCYTOSIS STABLE EXPRESSION FOLLOWING 
INSULIN-DIRECTED ENTRY OF NEO INTO HEPG2 
CELLS" 

Database accession no. PREV199090077976 

XP002155196 

abrege 

& BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY, 

vol. 40, no. 2, 1990, pages 253-264, 

ISSN: 0006-2952 

PONCET ET AL: "ANTIFECTION: AN 
ANTIBODY-MEDIATED METHOD TO INTRODUCE 
GENES INTO LYMPHOID CELLS IN VITRO AND IN 
VIVO" 

GENE THERAPY, 

vol, 3, 1996, pages 731-738, XP000877306 
cite dans la demande 
page 736 
page 5 

US 5 428 132^ (HIRSCH FRANCOIS ET AL) 

27 juin 1995 (1995-06-27) 

cite dans la demande 

colonne 2 -colonne 4; exemple 1 

WO 98 02564 A (JOHN P ROBARTS RESEARCH 
INST ;STRATHDEE CRAIG A (CA)) 
22 Janvier 1998 (1998-01-22) 
revendications 1,16,32,33,37,38 



US 5 166 320 A (WU GEORGE Y ET AL) 
24 novembre 1992 (1992-11-24) 
page 3, llgne 25 -page 4, llgne 51 

WO 94 04696 A (MILES INC) 
3 mars 1994 (1994-03-03) 
cite dans la demande 
page 4, llgne 24 -page 8, Hgne 18 
figures 4-6 



J, 



no. des revendications vis6es 



39 



f 



45,46^ 



Formulairo PCT/ISA/210 (suite de la deuxi&me feutlle) (juiilet 1992) 



page 4 de 4 



flu, 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rensdgnements relattfs aux membres de families de brevets 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01259 



Document brevet cit6 




Date de 


Membre(s) de la 


Datede 


au rapport de recherche 




publication 


famine de brevet(s) 


publication 


WO 9613599 


A 


09-05-1996 


AU 


695196 B 


06-08-1998 








A 1 1 

AU 


3yZo89b A 


23-05-1996 








EP 


0789776 A 


^H— Oft— 1 QQ7 








1D 

Jr 


9bllylo T 


02-12-1997 








NZ 


295673 A 


29-03-1999 


WO 9413325 


A 


_ 

23-06-1994 


US 


5574142 A 


12-11-1996 








AU 


6295394 A 


U*t U/ 1j7H 


rlKJ OouOoOH 


A 
n 


1 7-1 1—1 Qftft 


EP 


0366707 A 


OQ— nE;_i Qon 




A 
n 


lU UO l770 


All 

AU 




1 'I— nft— 1 QQft 

U UO l770 








AU 


1868795 A 


91 — OA— 1 QQK\ 

ex. UO 1773 








CN 


1143374 A 


19-02-1997 








EP 


0743958 A 


27-11-1996 








FX 


963103 A 


ni -1 n— 1 QQfi" 

Ul lU 1771> 








JP 


9508792 T 


nQ_nQ— 1 QQ7 

U7 U7 177/ 








NO 


963283 A 


UO UO l77U 


WO 9856425 


A 


17-12-1998 


AU 


8028298 A 


30-12-1998 








CN 


1259875 T 


12-07-2000 








EP 


0989864 A 


05-04-2000 



WO 9847538 


A 


29- 


-10- 


-1998 


DE 


19717904 


A 


29-10-1998 












AU 


7905798 


A 


13-11-1998 












CN 


1253507 


T 


17-05-2000 












EP 


0988060 A 


29-03-2000 












NO 


995181 


A 


22-10-1999 


US 5428132 


A 


27- 


-06- 


-1995 


AUCUN 








UO 9802564 


A 


22- 


-01- 


-1998 


AU 


3332097 


A 


09-02-1998 


US 5166320 


A 


24- 


-11- 


-1992 


US 


5635383 


A 


03-06-1997 












US 


5874297 


A 


23-02-1999 












JP 


2731844 


B 


25-03-1998 












JP 


63269985 


A 


08-11-1988 


WO 9404696 


A 


03- 


-03- 


-1994 


AU 


674026 


B 


05-12-1996 












AU 


5088593 


A 


15-03-1994 












CA 


2143308 


A 


03-03-1994 












EP 


0658210 


A 


21-06-1995 












FX 


950866 


A 


24-04-1995 












JP 


8504565 


T 


21-05-1996 












NO 


950726 


A 


18-04-1995 












NZ 


255870 


A 


25-09-1996 












ZA 


9306189 


A 


10-01-1995 



Foimulaire PCT/lSA/210 (annexe families de brevets) (iuillet 1992) 



TRAITE DE C^P^RATION EN MATIERE q^REVETS 



PCT/FROO/01259 



PCT 

NOTIFICATION DE LA RECEPTION DE 
1 *PVPMPI AIRF DRiniNAI 

(regie 24.2.a) du PCT) 


Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

19 juin 2000 (19.06.00) 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340833/18162 


Demande Internationale no 
PCT/FROO/01259 



II est notifie au deposant que le Bureau international a recu I'exemplaire original de la demande internationale precis6e 
ci-apres. 

Nom(s) du ou des deposants et de I'Etat ou des Etats pour lesquels ils sont deposants: 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) (pourtous les Etats 

designes sauf US) 
HIRSCH, Frangois etc. (pour US seulement) 

Date du depot international 10 mai 2000 (10.05.00) 

Date(s) de priorite revendiquee(s) 10 mai 1999 (10.05.99) 



Date de reception de I'exemplaire original 
par le Bureau international 

Liste des offices designes 



26 mai 2000 (26.05.00) 



AP :GH,GM,KE,LS.MW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZW 
EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ.TM 

EP :AT.BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,IVIC,NL,PT,SE 
OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG 

National :AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG.BR.BY,CA,CH,CN,CR,CU,CZ,DE,DK,DM.DZ,EE,ES, 

FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,iS,JP,KE,KG.KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD, 

MG,MK,MN,MW,MX,NO,NZ,PL,PT,RO,RU,SD,SE.SG.SI,SK,SL,TJ,TM,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN, 

YU,ZA,ZW 



A H R I V E L E 



- 6 ML 26 .3 



Bureau international de TOMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



n*de telecopeur (41 -22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

Jocelyne Rey-Mille^ 

n*de tetephoie (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/301 (juillet 1998) 



003357107 



PCT/FROO/01259 



Suite du formuiaire PCT/IB/301 
NOTIFICATION DE LA RECEPTION DE UEXEMPLAIRE ORIGINAL 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
19 juin 2000(19.06.00) 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340833/18162 


Demande internattonale no 
PCT/FROO/01259 



ATTENTION 

Le deposant doit soigneusement verifier les indications figurant dans la presente notification. En cas de divergence entre ces 
indications et celles que contient la dennande internationale, il doit aviser immediatennent le Bureau international. 
En outre, i'attention du deposant est appelee sur les renseignements donnes dans I'annexe en ce qui concerne 

I X I les delais dans lesquels doit etre abordee la phase nationale 

[ I ia confirmation des designations faites par mesure de precaution 

I [ les exigences relatives aux docunnents de priorite. 

Une copie de la presente notification est envoyee a Toffice recepteur et a I'adnninistration chargee de la recherche internationale. 



Formuiaire PCT/IB/301 (feuille annexe) Ouidet 1998) 



003357107 



ANNEXE DU FOmWULAIftE PCT/IB/301 



le internationale no 
PCT/FROO/01259 



RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LES DELAIS DANS LESQUELS DOIT ETRE ABORDEE 

LA PHASE NATIONALE 

II est rappele au deposant qu'il doit aborder la "phase nationale" aupres de chacun des offices designes indiques sur la 
notification de la reception de I'exemplaire original (fornnulaire PCT/IB/301) en payant les taxes nationates et en rennettant les 
traductions, telles qu'elles sont prescrites par les legislations nationales. 

Le delai d'accomplissement de ces actes de procedure est de 20 MOIS a compter dela date de priorite ou, pour les Etats 
designes qui ont ete elus par le deposant dans une demande d'examen prelinninaire international ou dans une election ulteneure, 
de 30 MOIS a compter de la date de priorite, a condition que cette electionait ete effectuee avant '"exPiration du 19e mo.s a 
compter de la date de priorite. Certains offices designes (ou elus) ont fixe des delais qui expirent au-dela de 20 ou 30 mois a 
compter de la date de priorite. D'autres offices accordent une prolongation des delais ou un delai de grace, dans certains cas 
moyennant le paiement d'une taxe supplementaire. 

En plus de ces actes de procedure, le deposant devra dans certains cas satisfaire a d'autres exigences particulieres 
applicables dans certains offices. II appartient au deposant de veiller a remplir en temps voulu les conditions ^^^^'^f^P^^/ 
I'ouverture de la phase nationale. La majorite des offices designes n'envoient pas de rappel a I'approche de la date limite pour 
aborder ta phase nationale, 

Des informations detaillees concernant les actes de procedure a accomplir pour aborder la phase nationale 
chaque office designe, les delais applicables et la possibilite d'obtenir une prolongation des delais ou un delai de graoe el tout^ 
autres conditions applicables figurent dans le volume II du Guide du deposant du PCX. Les exigences ^^^.^ 
demande d'examen preliminaire international sort exposees dans le chapitre IX du volume I du Guide du deposart du PCI. 

GR et ES sont devenues liees par le chapitre II du PCT le 7 septembre 1996 et le 6 septembre1997, respectivement et 
peuvent done etre elues dans une demande d'examen preliminaire Internationa! ou dans une election "'^e^'^ure presentee le / 
septembre 1996 (ou a une date posterieure) ou le 6 septembre 1997 (ou a une date posterieure), respectivement, quelle que soit 
la date de depot de la demande internationale (voir le second paragraphe, ci-dessus). 

Veuillez noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a 
son domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

CONFiRMATIGN DES DESIGNATIONS FAITES PAR MESURE DE PRECAUTION 



Seules les designations expresses faites dans la requete conformement a la regie 4.9.a) figurent dans P^esente 
notification. II est important de verifier si ces designations ont ete faites correctement. Des erreurs <^^ns les designations pe^ 
etre corrigees lorsque des designations ont ete faites par mesure de precaution en vertu de la regie 4.9 b) Toute designation 
ainsi faite peut etre confirmee conformement aux dispositions de la regie 4,9.c) avant I'expiratton d un delai de lb ^nois a 
compter de la date de priorite. En I'absence de confirmation, une designation faite par mesure de precaution sera ^onsideree 
comme retiree par le deposant. II ne sera adresse aucun rappel ni invitation. Pour confirmer une '9"^*;°";/' ^^"^^^^^^ 
declaration precisant I'Etat designe conceme (avec indication de la forme de protection ou de traitement souhaitee) et payer les 
taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I'office recepteur dans le delai de lb mois. 

EXIGENCES RELATIVES AUX DOCUMENTS DE PRIORITE 

Pour les deposants qui n'ont pas encore satisfait aux exigences relatives aux documents de priorite, il est rappele ce qui 

suit. 

Lorsque la priorite d'une demande nationale, regionale ou internationale anterieure est revendiquee, le deposant doit ^ 
presenter une copie de cette demande anterieure, certifiee conforme par I'administration aupres de laquelle elle a °f P°^^ 
("document de priorite"), a I'office recepteur (qui la transmettra au Bureau international) ou directement au Bureau international 
avant I'expiration d'un delai de 1 6 mois a compter de la date de priorite, etant entendu que tout document de pnorite P^ut etre 
presente au Bureau international avant la date de publication de la demande internationale, auquel cas ce document sera repute 
avoir ete regu par le Bureau international le dernier jour du delai de 16 mois (regie 17.1.a)). 

Lorsque le document de priorite est delivre par I'office recepteur, le deposant peut, au lieu de presenter ce document, 
demander a I'office recepteur de le preparer et de le transmettre au Bureau international. La requete a cet eftet doit etre 
formulee avant I'expiration du delai de 16 mois et peut etre soumise au paiement d'une taxe (regie 17.1.b)). 

Si le document de priorite en question n'est pas fourni au Bureau international, ou si la demande adressee a I'office recepteu 
de preparer et de transmettre le document de priorite n'a pas ete faite (et la taxe correspondante acquittee, le cas ecneantj 
avant Texpiration du delai applicable mentionne aux paragraphes precedents, tout Etat designe peut ne pas tenir compte 
de la revendication de priorite; toutefois, aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
priorite avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un dela. raisonnable en i espece 

Lorsque plusieurs priorites sont revendiquees, la date de priorite a prendre en consideration aux fins du calcul du delai de 
16 mois est la date du depot de la demande la plus ancienne dont la priorite est revendiquee. 
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1. 


This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority and is 
transmitted to the applicant according to Article 36. 


2. 


This REPORT consists of a total of 14 sheets including this title page. 

□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 70.16 
and Instruction 607 of Administrative Instructions of the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 


3. 


This report contains indications relating to the following items: 




1 


(a 


Basis of the report 




II 


(El 


Priority 




III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 




IV 




Lack of unity of invention 




V 




Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




VI 


□ 


Certain documents cited 




VII 


□ 


Certain defects in the international application 




Vill 




Certain observations on the international application 
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Telephone No. +49 89 2399 7314 



Form PCT/IPE/V409 (title sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/FROO/01259 



I. Basis of the report 

1. This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments (Rules 70. 16 
and 70.1 7).): 

Description, pages: 

1 -29 as originally filed 

Claims, No.: 

1-63 as originally filed 

Drawings, sheets: 

Ml '111 as originally filed 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority 
in the language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination 
(under Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, 
the international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

O filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the 
disclosure in the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written 
sequence listing has been furnished. 



The amendments have resulted in the cancellation of: 
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□ the description, pages: 

□ the clainns, Nos.: 

□ the drawings, sheets/fig: 

5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendnnents, which were considered as 

going beyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70-2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point 1 and 
attached to this report). 

6. Additional observations, if necessary: 
II, Priority 

1 . □ This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within 

the prescribed time limit the requested: 

□ copy of the earlier application whose priority has been claimed 

□ translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2. n This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority 

claim has been found invalid. 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the 
relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 
see separate sheet 

IV. Lack of unity of invention 

1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 

□ restricted the claims. 

□ paid additional fees. 

n paid additional fees under protest. 

□ neither restricted nor paid additional fees. 

2. ^ This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, 

according to Rule 68.1 , not to invite the applicant to restrict the claims or pay additional fees. 

Form PCT/IPEA/409 (boxes l-VIII. sheet 2) (July 1998) 
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3. This Authority found that, according to Rules 13.1, 13.2 and 13.3: 
□ the requirement of unity of invention is complied with. 

S the requirement of unity of invention is not complied with, for the following reasons: 
see separate sheet 

4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international 
preliminary examination in establishing this report: 

S all parts. 

n the parts relating to claims Nos. 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 



Novelty 


Yes: 


Claims 


2-13, 15-19, 21-35, 39, 45-48 and 51-52 




No: 


Claims 


1,14, 20, 36-38, 40-44, 49-50 and 53-63 


Inventive Step 


Yes: 


Claims 






No: 


Claims 


1-63 


Industrial Applicability 


Yes: 


Claims 


1-63 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VIII. Certain observations In the international application 



The following observations on the clarity of the claims, descriptions, and drawings or on the question whether 
the claims are fully supported by the description, are made: 
see separate sheet 
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With regard to point II 
Priority 

The Applicant's attention is drawn to the fact that the priority document of the 
present application does not make reference to the use of a "peptide which can be 
cleaved by at least one glycolytic and/or proteolytic enzyme". All the claims which 
make reference to a conjugate comprising such a peptide do not therefore benefit 
from the priority of 05. 1 0.99. 

With regard to point IV 
Lack of unity of the invention 

According to Rule 13 PCT, an international application can only relate to an 
invention or to a plurality of inventions related to one another such that they form 
only one general inventive concept, i.e. a plurality of inventions having at least one 
common technical characteristic which determines a contribution compared to the 
state of the art. 

The International Preliminary Examination Authority (IPEA) has identified the 
following groups in the present application: 

A. Claims 1 and 29 (completely) and 2-13, 26-33, 36-63 (partially) make 
reference to conjugates for transferring a nucleic acid molecule, characterized 
in that they comprise a nucleic acid molecule, a translocation domain and an 
antibody specific for a surface antigen of said cell and, optionally, a peptide 
which can be cleaved with at least one glycolytic and/or proteolytic enzyme 
and/or a molecule of the avidin type and/or a nucleic acid-binding molecule. 

B. Claims 14 (completely) and 9-13, 15-19, 24-28, 30-63 (partially) make 
reference to conjugates for transferring a nucleic acid molecule into a cell, 
characterized in that they comprise a nucleic acid molecule, an antibody 
specific for a cell surface antigen and a nucleic acid-binding molecule and, 
optionally, a peptide which can be cleaved with at least one glycolytic and/or 
proteolytic enzyme and/or a molecule of the avidin type. 

C. Claims 20-23 (completely) and 2-3. 5-11.13,1 5-28. 31 , 33-63 (partially) 
make reference to conjugates for transferring a nucleic molecule into a cell, 
characterized in that they comprise a nucleic acid molecule, an antibody 
specific for a cell surface antigen and a peptide which can be cleaved with at 
least one glycolytic and/or proteolytic enzyme and, optionally, a molecule of 



Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 1) (EPO-April 1997) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 



International application No. PCT/FROO/01259 



the avidin type and/or a nucleic acid-binding molecule and/or a translocation 
donnain. 

The only common concept connecting the various groups mentioned above is a 
conjugate for transferring a nucleic acid molecule into a cell, characterized in that it 
comprises a nucleic acid molecule, an antibody specific for a cell surface antigen 
and at least one other molecule. Since this common concept is neither novel (see 
point V-3) nor inventive (see point V-4), the various groups mentioned above 
represent independent inventions. 

With regard to point V 

Reasoned statement according to Rule 66.2(a){ii) regarding the novelty, 
inventive step and industrial applicability; citations and explanations 
supporting such statement 

1. The present application makes reference to conjugates for transferring a 
nucleic acid molecule into a cell, characterized in that they comprise a nucleic 
acid molecule, an antibody specific for a surface antigen of said cell and at 
least one other molecule chosen from: a translocation domain, a nucleic acid- 
binding molecule or a peptide which can be cleaved by a glycolytic and/or 
proteolytic enzyme. The application also makes reference to the use of 
conjugates for manufacturing medicinal products. 

2. Reference is made to the following documents: 

D1 : WO 96 13599 A (WELS WINFRIED; FOMINAYA JESUS (CH)) May 9. 
1996 (1996-05-09) cited in the application 

D2: FOMINAYA J ET AL: Target cell-specific DNA transfer mediated by a 
chimeric multidomain protein. Novel non-viral gene delivery system/ 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. (MAY 3. 1996) 271 (18) 
10560-8, cited in the application 

D3: WO 94 13325 A (MICROPROBE CORP) June 23. 1994 (1994-06-23) 

D4: CHAKRABARTI, M. ET AL: Transfer of DNA into lymphoma cells by 
DNA-bound to T101-biotinylated-avidin-polylysine antibody complex/ 
JOURNAL OF NUCLEAR MEDICINE. (1996) VOL. 37. NO. 5 SUPPL.. 
PP. 62P. MEETING INFO.: 43RD ANNUAL MEETING OF THE 
SOCIETY OF NUCLEAR MEDICINE DENVER, COLORADO, USA 
JUNE 3-5, 1996, 
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3. Lack of novelty; Article 33(2) PCT 

3.1 Docunnent D1 describes a system for transferring nucleic acids, 

comprising a toxin translocation domain, for targeting a nucleic acid 
into a specific cell and for obtaining the expression of said nucleic acid 
(Abstract). The system described in D1 comprises a multidomain 
protein and a nucleic acid. The multidomain protein of D1 comprises a 
target cell-specific binding or ligand domain, a translocation domain 
which allows the effector nucleic acid to escape endocytic vesicles, a 
nucleic acid-binding domain which recognizes and binds with high 
affinity to a defined structure of the effector nucleic acid (p. 4, last 10 
lines and p. 5, lines 29-33). The protein may also comprise an 
endoplasmic reticulum retention signal and a nuclear localization signal 
(p. 5, lines 1-3 and lines 29-33). The translocation domain used in the 
multidomain protein can be derived from bacterial toxins (p. 5, line 20 
and p. 10, lines 9-11). The target cell-binding domain can be an 
antibody (p. 7, lines 10-11), and more preferably the single chain 
antigen-binding domain of an antibody (p. 8, line 7) preferably directed 
against an antigen, the expression of which is increased or specific at 
the surface of tumor cells compared to normal cells (p. 8, lines 20-21). 
The nucleic acid-binding domain can be an RNA-binding domain or, 
more preferably, a DNA-binding domain (p. 10, lines 23-25). An 
example of a preferred multidomain protein is given on p. 11, second 
paragraph. D1 also gives examples of proteins encoded by the nucleic 
acid molecule to be introduced in the case of use in the treatment of 
tumor cells (p. 20, lines 7-11). The system described in D1 can be 
used for the prevention, stabilization or reversion of diseases such as 
AIDS, diabetes, Alzheimer's disease or cardiac problems, and also the 
treatment of cancers (p. 20, lines 29-35). In the case of the treatment 
of cancers, the use of antisense constructs in order to block the 
expression of the oncogene is mentioned (p. 20, lines 32-33). The use 
of polycations, of protamine or of histones is also discussed (p. 20, 
line 35 to p. 21, line 4). 

The subject matter of claims 1,14, 36-38, 40, 49-50 and 53-63 cannot 
be considered to be novel with respect to the teaching of D1 (Article 
33(2) PCT). 
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Document D2 is a publication corresponding to the patent application 
D1 and contains approximately the same information as D1. 

The subject matter of claims 1.14, 36-38, 40, 49-50 and 53-63 cannot 
therefore be considered to be novel with respect to the teaching of D2 
(Article 33(2) PCT). 

Document D3 describes a conjugate comprising avidin, polylysine 
attached to avidin via a covalent bond, a biotinylated monoclonal 
antibody attached to the avidin via biotin and the DNA of the plasmid 
pGL2 attached via noncovalent attachment to the polylysine. This 
conjugate was used for transfecting CCRF-CEM cells. 

The subject matter of claims 14, 36-37, 41-44 and 49-50 cannot 
therefore be considered to be novel compared to the teaching of D3 
(Article 33(2) PCT). 

Document D4 describes a conjugate comprising an oligonucleotide 
(ODN) attached to a peptide which can be cleaved by a proteolytic 
enzyme. This peptide is, in turn, covalently attached to a "carrier or to 
a ligand for targeting into a specific cell (Abstract). D4 indicates that 
the ODNs comprise between 5 and 100 nucleotides and may be 
antisense oligonucleotides (p. 1, lines 3-10). The ODNs according to 
document D4 are therapeutic ODNs (p. 6, lines 22-33). The "carriers" 
are divided into three categories, the third of which comprises 
antibodies (p. 9, line 15). Figure 4 of document D4 illustrates 3 classes 
of conjugates. The conjugates of the third class use ligands which bind 
specifically to receptors (p. 16, lines 29-30). These conjugates can be 
obtained by two methods (p. 17, lines 11-19) and the method B 
illustrated in Figure 4 shows an ODN-peptide which can be cleaved by 
a proteolytic enzyme-monoclonal antibody conjugate (Fig. 4 and p. 17. 
lines 16-19). 

The subject matter of claims 20, 36-37. 40, 49-50 and 53-63 cannot 
therefore be considered to be novel with respect to the teaching of D4 
(Article 33(2) PCT). 
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3.5 The subject matter of claims 2-13. 15-19, 21-35, 39. 45-48 and 51-52 
has never been described in the documents cited in the International 
Search Report (ISR). Claims 2-13, 15-19, 21-35, 39, 45-48 and 51-52 
are therefore considered to be novel within the meaning of Article 33(2) 
PCT. 

4. Lack of inventiveness; Article 33(3) PCT 

The most relevant document for assessing the inventiveness of the claims is 
document D1 (see point VIII-3.1 for the content). 

The conjugates described in D1 comprise: 

- a nucleic acid molecule, 

- an antibody domain specific for a surface antigen of a cell, 

- a translocation domain, 

- a molecule for interaction with nucleic acids, 

which have been described as important domains in the present application. 
Most of the conjugates of the present application differ from the compounds 
described in D1 only by the nature of the bond between the Various 
components of the conjugate. In the conjugates of document D1, the various 
functional domains, with the exception of the nucleic acid molecule, are 
attached via peptide bonds within a multidomain protein. In the present 
application, the various domains are attached via bridging agents, a molecule 
of the avidin type or a "chemical" covalent bond. 

The use of bridging agents or of covalent bonds in order to attach biological 
molecules and, more particularly, polypeptides is well known to those skilled 
in the art and cannot therefore be considered to be inventive. Similarly, the 
advantage of the avidin molecule - which has a high affinity for biotin - as a 
molecule for attachment between various polypeptides was welt known to 
those skilled in the art and its use in the domain of conjugates for transferring 
nucleic acid molecules into cells has already been described (see, for 
example, document D3). The use of avidin molecules as bridging molecules 
cannot therefore be considered to be inventive. 

Another difference between the conjugates described in D1 and the 
conjugates of the present application is the presence of a peptide which can 
be cleaved by at least one glycolytic and/or proteolytic enzyme. The use of 
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cleavable peptides is well known to those skilled in the art and its application 
in the domain of conjugates for transferring nucleic acid molecules into cells 
has already been described (see, for example, document D4). The use of 
cleavable peptides in the compounds of the present application cannot 
therefore be considered to be inventive. 

The subject matter of claims 1-63 cannot therefore be considered to be 
inventive (Article 33(3) PCT). 

With regard to point Vlli 

Observations relating to the international application 
Lack of clarity; Article 6 PCT 

1. Claim 1 of the present application lacks clarity for the following reasons: 

(i) No indication is given regarding the way in which the various 
components: nucleic acid molecule, translocation domain and specific 
antibody, should be conjugated. The IPEA considers that not all 
possible combinations will have the effect described for the 
compounds of the present application and that those skilled in the art, 
faced with the large choice of conjugation possibilities, will not be able 
to identify those such that "said conjugate is transfected effectively Into 
said cell" without an excessive amount of experimental work (Article 5 
PCT in combination with Article 6 PCT). 

(ii) The expression "translocation domain" is vague, which is detrimental to 
the clarity of the claim. Even though this term is defined in the 
description of the present application, the Applicant's attention is drawn 
to the fact that, according to the PCT Gazette of 10.29.98 "Directives 
concerning the international preliminary examination according to the 
PCT", chapter III-4.2, a claim must be written "(...) in such a way that its 
meaning clearly emerges from its very text". 

This comment is also valid for claims 2, 5, 6, 8, 9, 11-13, 26-27, 31-33 
and 47. 

(iii) The expression "bridging agent" is vague, which is detrimental to the 
clarity of the claim. 

This comment is also valid for claims 3-4, 6, 9, 12-13, 18, 23-24 and 
27. 
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2. Claim 2 makes reference to a conjugate as claimed in claim 1, characterized 
in that it also comprises a peptide which can be cleaved, inter alia, by a 
glycolytic enzyme. It is not clear to the IPEA which type of peptide can be 
cleaved with a glycolytic enzyme. 

This comment is also valid for claims 13, 15 and 20. 

3. In claim 3 of the present application, the expression "preferably" is used. The 
Applicant's attention is drawn to the fact that, according to the PCT Gazette of 
10.29.98 "Directives concerning the international preliminary examination 
according to the PCT", chapter III-4.6: expressions such as "in particular", 
"preferably", "for example", "such that" or "more particularly" "have no limiting 
effect on the scope of a claim; in other words, the characteristic which follows 
such an expression must be considered to be entirely optional". 

This comment is also valid for claims 4, 16, 17 and 22. 

4. Claim 4 of the present application makes reference to a "molecule of the 
avidin type". The use of this vague expression is detrimental to the clarity of 
the claim. The Applicant's attention is drawn to the fact that, even though this 
expression is defined in the description of the present application, according 
to the PCT Gazette of 10.29.98 "Directives concerning the international 
preliminary examination according to the PCT", chapter III-4.2, a claim must 
be written "(...) in such a way that its meaning clearly emerges from its very 
text". 

This comment is also valid for claims 12-13, 17, 22, 30-31 and 34. 

5. Claim 9 makes reference to a "nucleic acid-binding molecule". This 
expression is vague and is detrimental to the clarity of the claim. The 
Applicant's attention is drawn to the fact that, even though this expression is 
defined in the description of the present invention, according to the PCT 
Gazette of 10.29.98 "Directives concerning the international preliminary 
examination according to the PCT", chapter III-4.2, a claim must be written 
"(...) in such as way that its^meaning clearly emerges from its very text". 
This comment is also valid for claims 11-15, 18, 24, 27, 32, 34 and 41. 
This comment also applies to claim 42, but regarding a "nucleic acid-binding 
protein". 

6. Claim 14 makes reference to a conjugate for transferring a nucleic acid 
molecule, characterized in that it comprises: a nucleic acid molecule, an 
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antibody specific for a cell surface antigen and a nucleic acid-binding 
molecule. The Applicanrs attention is drawn to the fact that the formulation of 
claim 14 does not imply any attachment between the various compounds. In 
its broadest sense, this claim may comprise a mixture of the three 
components mentioned. For the correction of claim 14, the Applicant's 
attention is also drawn to the comments in point VIII-1 . 
This comment is also valid for claim 20. 

7. In claim 37, double-stranded DNA or single-stranded RNA are described in 
that they encode "a protein product of interest which is expressed effectively 
in the cell". This expression is vague and is detrimental to the clarity of this 
claim. In addition, the protein product of interest is characterized in that it "is 
expressed effectively in the cell", i.e. by the result sought for said protein 
product of interest. According to the PCT Gazette of 10.29.98 "Directives 
concerning the international preliminary examination according to the PCT", 
chapter III-4.7: "The field defined by the claims must be as precise as the 
invention allows. As a general rule, claims which attempt to define the 
invention or one of its characteristics by the result sought should not be 
accepted". 

8. In claim 38, the protein product must be chosen from a group composed, inter 
alia, of "killer genes" and "genes which makes it possible to lift 
chemoresistance". This claim lacks clarity for the following reasons: 

(i) A protein product cannot be a gene. 

(ii) There is no definition of what "killer genes" or "genes which make it 
possible to lift chemoresistance" may be, which is detrimental to the 
clarity of the claim. The Applicant's attention is drawn to the fact that, 
even though these expressions are defined in the description of the 
present application, according to the PCT Gazette of 10.29.98 
"Directives concerning the international preliminary examination 
according to the PCT", chapter 111-4.2, a claim must be written "(...) in 
such a way that its meaning clearly emerges from its very text". 

(iii) Claim 38 makes reference to a conjugate as claimed in claim 35. 
characterized in that said product of interest (...). The Applicant's 
attention is drawn to the fact that claim 35 does not make reference to 
a product of interest. The dependency of claim 38 should therefore be 
verified. 
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10. 



Claim 43 makes reference to polycationic polymers. The definition of what is 
a "free polycation" is not clear to the IPEA. 

In claim 48, the translocation domain is characterized in that it is a fragment 
of Haemophilus A hemagglutinin. In this claim, no delimitation and/or 
sequence is given for said fragment, which is detrimental to the clarity of the 
claim. 

Claim 58 makes reference to a conjugate as a medicinal product intended to 
transfer a nucleic acid molecule into a cell, characterized in that said cell is 
brought into contact with said conjugate so as to transfect said cell with said 
conjugate. The Applicant's attention is drawn to the fact that the 
characterizing component of this claim is a step of method, which introduces 
a doubt regarding the category of claim 58. 

According to the PCT Gazette of 10.29.98 "Directives concerning the 
international preliminary examination according to the PCT", chapter III-4.1: 
"Given the differences in scope of protection which may ensue from the 
various categories of claims, the Examiner must draw attention to any 
wording of a claim which leaves a doubt regarding its category". 
This comment is also valid for claims 59-62. 
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